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“The wheel of life is made up of two processes — growth

and decay. The one is the counterpart of the other.”

Sir Albert Howard.



RESUMO

CARVALHO, Karen Braathen de, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2023.
Monitoramento da atividade microbiana em drea impactada pelo rompimento da
barragem de rejeitos em Brumadinho-MG. Orientadora: Cynthia Canédo da Silva.
Coorientadora: Maria Catarina Megumi Kasuya.

O rompimento da barragem B1 em Brumadinho desencadeou um desastre ambiental de grande
propor¢ao no Brasil. A barragem que continha rejeitos oriundos da mineragdo espalhou mais
de 12 milhdes de metros cubicos de lama, resultando em perdas ambientais e humanas. Para
reabilitar a area impactada foi langado em 2020 um projeto piloto de recuperagdo ambiental, na
area denominada Marco Zero, com o intuito de reabilitar a area e utiliza-la de modelo para a
recuperagao das demais areas afetadas. Sabendo que a microbiota do solo ¢ responsavel por
inimeros processos indispensaveis para a manutengdo da vida e saude no solo, sendo
indicadores de qualidade frequentemente empregados em estudos pedoldgicos, este estudo se
baseou em sua avalicdo. Assim objetivo deste trabalho foi avaliar o processo de reabilitacao da
area atingida por rejeitos de mineracao utilizando indicadores microbioldgicos de saude do solo.
A Respiragdo Basal do Solo (RBS), Carbono da Biomassa Microbiana (CBM), quociente
metabolico (qCO2) e enzimas foram avaliados. As amostras de solo foram coletadas nas
estagdes chuvosa e seca, em seis transectos. Uma area de borda de rio, proxima, mas ndo afetada
pela lama, foi selecionada como area de referéncia. Os resultados evidenciaram que as amostras
coletadas na area afetada de forma geral tiveram valores de RBS ¢ qCO> maiores ¢ CBM
menores que as amostras de referéncia, entretanto, ndo foi possivel observar diferencas
significativas entre os valores, sugerindo que os processos de reabilitagdo realizados na area
estdo tendo resultados satisfatorios. Entretanto, deve-se salientar que as atividades das enzimas
beta-glicosidase, urease e arilsulfatase das amostras do solo na area afetada se mostraram
inferiores ao esperado ou menores que das areas de referéncia, mostrando que as atividades
relacionadas com a ciclagem dos nutrientes ainda ndao foram totalmente recuperadas. As
amostras localizadas a montante da area avaliada obtiveram resultados melhores as amostras
coletadas a jusante. Por meio da analise multivariada foi possivel verificar que as variaveis beta-
glicosidase, urease, arilsulfatase e qCO; se mostraram mais sensiveis as alteracdes da area
afetada. Nossos resultados mostraram que apesar da reabilitacdo dos servicos ecossistémicos
da microbiota do solo no periodo avaliado ter progredido, as atividades de monitoramento
devem ser continuadas por mais tempo para que atividades de intervengdo, caso necessarias,
possam ser realizadas para ndo haver mais impactos.

Palavras-chave: Qualidade do solo, Atividade enzimatica, Rejeito, Respiragao Basal do Solo,
Carbono da Biomassa.



ABSTRACT

CARVALHO, Karen Braathen de, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, October, 2023.
Monitoring of microbial activity in area impacted by the mining tailing dam’s rupture in
Brumadinho-MG. Adviser: Cynthia Canédo da Silva. Co-adviser: Maria Catarina Megumi
Kasuya.

The rupture of the B1 dam in Brumadinho triggered a major environmental disaster in Brazil.
The dam, which contained mining tailings, spread over 12 million cubic meters of mud,
resulting in environmental and human losses. In 2020, a pilot environmental recovery project
was launched in the area called "Marco Zero" to rehabilitate the affected area and serve as a
model for the recovery of other affected areas. Knowing that soil microbiota is responsible for
numerous essential processes for maintaining life and health in the soil, often used as indicators
of quality in soil studies, this study was based on its assessment. The objective of this work was
to evaluate the rehabilitation process of the area affected by mining waste using microbiological
indicators of soil health. Soil Basal Respiration (SBR), Microbial Biomass Carbon (MBC),
metabolic quotient (qCO»), and enzymes were assessed. Soil samples were collected in both the
rainy and dry seasons, along six transects. A riverbank area nearby, not affected by the mud,
was selected as a reference area. The results showed that samples collected in the affected area
generally had higher SBR and qCO; values and lower MBC values than reference samples.
However, no significant differences between the values were observed, suggesting that the
rehabilitation processes in the area are yielding satisfactory results. It should be noted, though,
that the activities of the enzymes beta-glucosidase, urease, and arylsulfatase in the soil samples
in the affected area were lower than expected or lower than in the reference areas, indicating
that nutrient cycling activities have not been fully restored. Samples located upstream of the
evaluated area showed better results than samples collected downstream. Multivariate analysis
revealed that beta-glucosidase, urease, arylsulfatase, and qCO, variables were more sensitive
to changes in the affected area. Our results showed that despite the progress in rehabilitating
soil microbiota ecosystem services during the evaluated period, monitoring activities should be
continued for a longer time so that intervention activities, if necessary, can be carried out to
prevent further impacts.

Keywords: Soil Quality, Enzyme activity, Mining tailings, Soil Basal Respiration, Microbial
Biomass Carbon.
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INTRODUCAO

O solo ¢ um ecossistema complexo e dinamico que possui um papel fundamental na
manutenc¢do de servigos ecossistémicos fornecidos pelo solo, incluindo, mas ndo limitado aos
ciclos biogeoquimicos (SMITH, COTRUFO, et al., 2015). A acdo antropogénica afeta o
ambiente de diversas formas, e de gravidades diferentes. A mineragdo, em particular, pode ter
efeitos devastadores e duradouros no meio ambiente se ndo for adequadamente manejada,
impactando a qualidade do solo e, assim, sua capacidade de suportar ecossistemas (ZHANG e

WANG, 2020; YU, NI, et al., 2014).

Os residuos gerados pela mineracao, chamados de rejeito, podem conter metais pesados
e outras substancias toxicas que podem prejudicar as qualidades fisicas, quimicas, e biologicas
do solo. Logo, monitorar a saide de solos afetados por rejeito de mineragdo se prova essencial
para uma recuperagdo ou restauracao dessas areas (KIVENTERA, PERUMAL, et al., 2020;
KOSSOFF, DUBBIN, et al., 2014).

As enzimas t€m se destacado como indicadores de qualidade de solo devido sua
sensibilidade a mudangas ambientais e seu envolvimento intrinseco com processos chave de
ciclos biogeoquimicos. Enzimas desempenham um papel indispensavel na ciclagem de
nutrientes ¢ de matéria organica no solo, e alteracdes no nivel de atividade enzimaética
frequentemente refletem alteragdes na estrutura da comunidade microbioldgica do solo, na
disponibilidade de nutrientes, e satide geral do solo (KARACA, CETIN, et al., 2010;
MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Outros indicadores biologicos, como carbono da biomassa,
respiragdo basal do solo e o quociente metabolico, também sdo varidveis anteriormente
empregadas com sucesso no monitoramento da satde do solo (CARDOSO,

VASCONCELLOS, et al., 2013).

O desastre de Brumadinho, ocorrido em 2019, resultou em muitos danos ambientais €
humanos na 4rea afetada (PEREIRA, CRUZ e GUIMARAES, 2019). Foram, contudo, tomadas
medidas para reabilitacdo das areas, sendo a primeira delas a se¢do denominada Marco Zero
(VALE, 2020). Terminado os esfor¢os iniciais de reabilitacdo, ¢ necessario acompanhar o
progresso da area, sendo a analise do solo de vital importancia para compreensdo do progresso

do processo de reabilitagio da area (MUNOZ-ROJAS, ERICKSON, et al., 2016).

O presente trabalho propos a determinag¢dao do carbono da biomassa microbiana, da

respiragdo basal microbiana, quociente metabolico e da atividade enzimatica do solo para
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verificar a qualidade do solo na area impactada pelo rejeito de minério de ferro, Marco Zero
(regido de Brumadinho, MG) durante seu processo de reabilitagdo. E assim, objetivou-se
determinar os indicadores mais sensiveis e adequados para monitoramento da area afetada, e se
ela estd caminhando para reabilitacdo ou se medidas corretivas deverdo ser aplicadas, sendo

uma ferramenta de tomada de decisdo embasada em analise robusta de dados.
CAPITULO 1: REVISAO DE LITERATURA

1. O DESASTRE DE BRUMADINHO

Segundo a FEAM (Fundagao Estadual do Meio Ambiente), existem 404 barragens de
mineracdo em Minas Gerais, das quais 345 (85.4%) apresentam situacdo de estabilidade
atestada. Logo, uma parcela consideravel (14.6%) dessas barragens oferece riscos a populagdo
e ao meio ambiente, tendo em vista a inconformidade dessas estruturas de seguranca (FEAM,

2020).

Em Brumadinho, a passagem da lama impactou 269 ha. Estima-se que foram perdidos
133.27 ha de vegetacdo de Mata Atlantica, e 70.65 ha de areas de preservagdo permanente
(APP). Aproximadamente 268.1 ha das areas atingidas estao situadas dentro da chamada zona
de amortecimento (ZA) do Parque Estadual Serra do Rola Moga, resultando em significativos
impactos sociais, ambientais ¢ econdmicos. A lama abrangeu o vale do Corrego do Feijao,
chegando por fim na regido de desague dos corpos hidricos proximos (e.g., corrego Fero-Carvao
e o leito do Rio Paraopeba). Além dos danos econdmico-ambientais, o desastre ceifou 272

vidas, sendo a maior parte trabalhadores diretos da empresa (SILVA, 2020; BRASIL, 2020).

Em termos de composi¢do quimica da lama, as amostragens conduzidas revelaram que
em 100% das amostras os teores de ferro e manganés estavam muito acima da média esperada
para os solos da regido — no caso do manganés, o valor foi 27 vezes maior, e para o ferro, até 2
vezes maior. Houve, ainda, constatacdo que os valores de cobre e bario superam o admitido

pela legislacdo vigente (em 60% e 10%, respectivamente) (BRASIL, 2020).

O corpo hidrico, Rio Paraopeba, sofreu intensos impactos. Segundo o IGAM (Instituto
Mineiro de Gestdo das Aguas), as concentragdes de ferro total, manganés total, chumbo total e
mercurio total apresentaram valores extremamente acima do permitido por lei (até 21 vezes
maior, no caso dos metais pesados, e 7.365 vezes maior, no caso do manganés) (IGAM, 2019;

SILVA, 2020).
12



O rejeito liberado no rompimento da barragem B1 consistiu em material particulado
fino. Mais especificamente, 69.7% do material era de dimensdo silte-argila, sendo o restante
composto por areia. A lama era rica em ferro (264.9 mg/g), aluminio (10.8 mg/g), manganés
(4.78 mg/g), e titdnio (0.43 mg/g). Metais pesados também foram encontrados nas amostras,
como uranio (1457.4 pg/g), cadmio (30.94 pg/g), chumbo (14.64 ng/g), arsénio (4.69 pg/g),
estanho (547.4 pg/g) e mercurio (101.3 pg/g). Elementos raros também foram constatados,
como indio (210.2 pg/g) e gélio (92.34 pg/g), dentre outros. Os metais pesados sdo de especial
importancia, considerando o seu grande potencial de toxicidade para os seres vivos do local e
o fato de que as concentragdes encontradas excedem os valores recomendados pela NOAA
(Natural Oceanic and Atmospheric Administration) (VERGILIO, LACERDA e OLIVEIRA,
2020).

A contaminagao de solos com metais pesados ¢ um problema reconhecido e causado por
multiplas atividades antropogénicas, sendo a mineracao apenas uma delas. Os metais pesados
no solo sdo prejudiciais a varias caracteristicas do solo, dentre elas a atividade enzimatica. As
enzimas do solo sdo moléculas naturais, podendo ser descritas de forma geral como agentes
catalizadores de reagdes microbianas e se originam principalmente de microrganismos e
plantas. As enzimas apresentam papéis vitais em reacdes bioquimicas do solo, o que significa
que a inibicao dessa atividade devido a metais pesados se torna um problema consideravel
(KARACA, CETIN, et al., 2010). Além da inibicao de atividade enzimatica, a contaminagao
por metais pesados, cujo impacto aumenta de forma proporcional ao aumento da concentragdo
da contaminagdo, € capaz de alterar a estrutura da comunidade microbiana do solo (KHAN,

CAO, et al., 2007).

2. MICRORGANISMOS DO SOLO

Em termos de habitat, o solo pode ser descrito como sendo um sistema heterogéneo
(caracteristicas do solo mudam ao longo do perfil, e de acordo com o tipo de organismo que ali
habita), descontinuo (consequéncia da heterogeneidade do sistema) e estruturado. Nele, existem
varios micro-habitats com caracteristicas distintas entre si, mas interdependentes. Isto €, ndo se
consegue modificar uma caracteristica sem alterar também as demais. H&, ainda, a
complexidade da mensuragdo dessas caracteristicas — algumas podem ser medidas de forma
direta e relativamente exata, enquanto outras ndo conseguem ser medidas com as atuais
tecnologias e metodologias disponiveis (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; CARDOSO e
ANDREOTE, 2016).

13



A qualidade do solo diz respeito a capacidade do solo de fornecer uma gama de fungdes
ecossistémicas e agrondmicas mantendo a saiude e qualidade ambiental, produtividade
bioldgica, e promovendo saude animal e vegetal (DUBEY, 2019). Os solos, sendo variados
entre si, ndo tem um indice universal ou valores padrdo para consulta, sendo necessaria uma
investigacao mais profunda para determinar a qualidade de um dado solo, utilizando-se areas
de referéncia para aferir as areas de estudo (ARAUJO, KER, et al., 2012).

Os microrganismos do solo desempenham inimeras funcdes, incluindo, mas nio se
limitando, & decomposicdo da matéria organica, producdo de compostos que ajudam na
formacdo de agregados no solo, decomposi¢ao de compostos potencialmente nocivos € nao
nativos (xenobidticos), controle bioldgico de pragas e doengas, e ciclagem dos nutrientes
(SILVEIRA e FREITAS, 2007). Existe uma diversidade funcional elevada nas comunidades do
solo, ocorrendo até mesmo em espécies do mesmo género. Por exemplo, no género Bacillus
tem-se espécies que atuam como controle de pragas (e.g., patogenos de larvas de insetos, como
a B. thuringlensis), assim como espécies fixadoras de nitrogénio atmosférico (e.g., B.
polymyxa), e espécies que atuam como patdogenos de animais (e.g., B. anthracis) (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006).

Em se tratando da ecologia do solo, deve-se entender que a comunidade nada mais ¢
que a reflexdo do seu habitat, e que quanto maior a complexidade da comunidade, maior a sua
estabilidade. Uma alta complexidade biologica gera relagdes diversas, limitando a explosdo
populacional e mantendo o equilibrio populacional, o que favorece as condi¢des de equilibrio
biologico do sistema. Uma comunidade equilibrada sofre menos impactos de fatores externos.
Uma comunidade diversa implica, também, em diversidade funcional — a mesma funcao ¢
executada por diferentes organismos (redundancia funcional), o que contribui para a
estabilidade do sistema. Isto ¢, se houver alguma condicdo que prejudique um grupo especifico
de organismos, a redundancia funcional permite que haja outros organismos nao impactados
que continuem a executar essa fungdo, sem perda de funcionalidade para a comunidade

(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; BIGGS, YEAGER, et al., 2020).

3. IMPACTO DO REJEITO DE MINERACAO NA MICROBIOTA DO SOLO

A mineragdo ¢ uma importante atividade econdmica, mas ¢ uma atividade de alto
impacto ambiental. Um dos subprodutos gerados pela mineracao € o rejeito — tipicamente retido
em barragens de rejeito, ¢ ¢ formado majoritariamente por solo/lama que ndo tem valor

economico. E um residuo intrinseco a atividade mineradora, e ele pode ser preocupante quando
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nao ¢ devidamente acondicionado e destinado (KOSSOFF, DUBBIN, et al., 2014). Apesar da
maior fragcdo do rejeito ser inerte, ¢ comum encontrar metais pesados e outros compostos toxicos
em sua composicdo, tornando preocupante quando existe rompimento de barragens ou um

armazenamento inadequado de rejeito levando a vazamentos ou lixiviagdo de contaminantes

para areas vizinhas (VERGILIO, LACERDA e OLIVEIRA, 2020; WANG, SUN, et al., 2019).

Além de oferecer risco a seres humanos, por meio da contaminagdo de alimentos e agua,
a contaminacao do solo por compostos toxicos afeta diretamente a comunidade microbiana do
local, o que compromete os servigos ecossistémicos oferecidos e a saude ecossistémica como
um todo (BRASIL, 2020; KARACA, CETIN, et al.,, 2010). Microrganismos possuem
metabolismos diversos e distintos, e isso impacta a capacidade da comunidade se adaptar a um
novo cendrio. Capacidade adaptativas heterogéneas significam que uma parte da comunidade
pode adquirir uma vantagem competitiva sobre as demais e se sobressair, enquanto outras vao
sucumbir as mudangas ambientais, alterando fundamentalmente a estrutura da comunidade do
solo, podendo levar a uma reducdo de atividade metabolica, o que compromete a qualidade do
solo (GRIFFITHS e PHILIPPOT, 2013; PHILIPPOT, GRIFFITHS e LANGENHEDER, 2021;
LEE, KIM, et al., 2020).

As caracteristicas fisicas do solo também podem ser impactadas pelo rejeito, sendo
possivel modificar a textura do solo, o que acarreta alteragdes na estrutura do solo e sua
capacidade de reter agua, que ¢ essencial para manutencdo de ecossistemas. Tanto
microrganismos como plantas dependem da umidade do solo para se desenvolver e estabelecer,
e comprometer esse fornecimento implica em futura escassez hidrica para a area afetada. Essa
mudanga pode inibir o crescimento de certos organismos, disponibilidade de nutrientes e
desenvolvimento de plantas (KUMAR, 2013; RAWLS, PACHEPSKY, et al, 2003;
GHEZZEHEIL SULMAN, et al., 2019; NEINA, 2019).

No que tange a atividade enzimatica em particular, de forma geral, observou-se queda
na atividade enzimatica em solos de minera¢ao impactados e contaminados com metais pesados
(ZHAO, SUN, et al., 2020; LI, HU, et al., 2018; LIU, LI, et al., 2020; GONZALEZ-MILLE,
ESPINOSA-REYES, et al., 2019; GALLEGO, ESBRI, et al., 2021). Houve, contudo, outros
resultados relatados. Tong et al. (2017) registraram uma correlacdo negativa entre atividade da
urease e tamanho da particula do solo; Li et al. (2019) observaram que em areas impactadas por
rejeitos de mineragao sujeitas a fitorremediagao, a atividade de urease e fosfatases aumentaram,

indicando melhora em relacdao ao controle contaminado; Wang et al. (2018), estudando areas
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afetadas pelo rejeito de uma barragem de mineracao de cobre, constataram uma correlagdo

positiva entre a atividade da urease e teor de nitrogénio total e umidade do solo.

4. REABILITACAO AMBIENTAL DE AREAS IMPACTADASAREA IMPACTADA

4.1 REABILITACAO VERSUS RESTAURACAO

Reabilitacdo ambiental consiste na reparacdo, na melhoria de processos ecossistémicos,
de servigos e da produtividade da area impactada (SER, 2004). Este conceito costuma ser
confundido com restauracao ambiental. A restauracdo ambiental, segundo a SER (Society for
Ecological Restoration), ¢ uma atividade intencional que inicia ou acelera a recuperacdao de um
ecossistema, no que diz respeito a sua saude, integridade e sustentabilidade. A restauragao se
faz necessaria, no geral, em ecossistemas que sofreram algum tipo de impacto ou degradacao

(SER, 2004).

Portanto, a reabilitacdo ambiental ¢ ligeiramente diferente de restauracao, pois esta
ultima prevé o restabelecimento da integridade bidtica pré-existente, ao seu estado original,
visando atingir os mesmos niveis de composicao de espécies e estrutura das comunidades (SER,
2004). Ambas as atividades tém foco nos ecossistemas que existiam na area como modelos ou

referéncias, mas elas diferem nos objetivos finais e estratégias empregadas.

Em termos de abordagem estratégica, a reabilitagdo ambiental prioriza a reparagao de
processos ecossistémicos, de servicos e produtividade da area, enquanto a restauracao
ambiental além disso prevé o restabelecimento da integridade biodtica pré-existente, visando

atingir os mesmos niveis de composi¢do de espécies e estrutura das comunidades (SER, 2004).

4.2 REABILITACAO AMBIENTAL: MARCO ZERO

A Vale, empresa mineradora com atuagao global, visando mitigar os impactos que o
rejeito de mineracao podem trazer ao solo, e ciente da possibilidade de recontaminacao do leito
do Rio Paraopeba por lixiviagdo, removeu o rejeito de uma parte da area afetada. O processo
de retirada integrou o projeto piloto de reabilitacdo da area denominada Marco Zero, que
objetiva a reconstitui¢do das condi¢des originais do ribeirdo ferro-carvao e da revegetagcao

utilizando plantas nativas nas matas ciliares (VALE, 2020).

Assim, o projeto de reabilitacdo da area impactada se iniciou com a remog¢ao do rejeito
que se depositou sobre a 4rea, totalizando 130 mil m>. Foi feita, entdo, a reconstrugio do canal
do leito do ribeirdo ferro-carvao utilizando técnicas de geoengenharia. A etapa seguinte foi o

emprego de fopsoil — camada superficial do solo, tipicamente com abundancia de matéria
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organica e microrganismos, obtido de areas ndo afetadas pelo desastre — para se iniciar o

processo de revegetacao (VALE, 2020).

5. INDICADORES DE QUALIDADE DO SOLO

Sabe-se que a atividade e diversidade da microbiota do solo ¢ de fundamental
importancia para a sustentabilidade e manuteng¢do das fun¢des desempenhadas pelo solo.
Indicadores microbioldgicos de qualidade do solo sdo em geral mais suscetiveis a mudancas
ambientais, como uso do solo e técnicas de manejo, no caso de lavouras, quando comparados a
indicadores fisico-quimicos, € por isso podem refletir em alteracdes na area de forma mais
rapida (MATSUOKA, MENDES e LOUREIRO, 2003). Dentre os indicadores
microbiologicos, destacam-se a biomassa microbiana do solo, a respiracdo basal do solo, o

quociente metabolico e enzimas do solo.

Uma limitacdo no uso de indicadores bioquimicos para qualidade de solo ¢ que eles
apresentam grande variabilidade, diferindo com clima, estagdo, localizagao geografica e demais
fatores intrinsecos do solo. Assim, deve-se coletar dados para descrever a natureza complexa
do solo e o uso de andlises estatisticas multivariadas pode ajudar na sele¢ao de indicadores mais
significativos para cada caso (CARDOSO, VASCONCELLOS, et al., 2013; SOBUCKI,
RAMOS, et al., 2021; USDA, 2010).

5.1 CARBONO DA BIOMASSA MICROBIANA

A biomassa microbiana do solo ¢ a parte da matéria organica do solo que ¢ viva, sendo
composta principalmente por fungos, bactérias, algas e protozoarios. Essa fracdo representa
uma fonte importante de nutrientes para as plantas, ja que se encarregam de boa parte da
ciclagem de nutrientes. E uma variavel de resposta rapida a mudancas ambientais, sendo assim
um indicador sensivel amplamente utilizado em estudos de saide do solo (CARDOSO e

ANDREOTE, 2016; EVANGELOU, TSADILAS e GIOURGA, 2020; LIU, WEI, et al., 2012)

O teor de Carbono da Biomassa Microbiana (CBM) varia de acordo com muitos fatores,
podendo diferir de acordo com o tipo de solo e o tipo de manejo e uso do solo. Ha, também, o
impacto sazonal nos dados, ja que os valores de CBM estdo sujeitos a mudancas devido ao
clima e temperatura, apresentando correlagdes positivas com teor de umidade e temperatura
média. Logo, em meses mais quentes € imidos as condigdes favorecem o crescimento de grande

parte dos microrganismos do solo, sendo esperados valores maiores de CBM do que em meses
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frios e secos (EVANGELOU, TSADILAS e GIOURGA, 2020; FENG, ZOU ¢ SCHAEFER,
2009).

De forma geral, um aumento no CBM indica uma melhora no solo, ja que indica um
aumento da comunidade microbiana. Por outro lado, valores baixos de CBM tendem a indicar
alguma perturbagdo no solo que ocasionou perda de biomassa microbiana, o que afeta a saude
do solo (SONI, 2011; LIU, WEI, et al., 2012; CONDRON, STARK, et al., 2010). Estudos
indicam que quando se detecta uma contaminacdo por metais pesados, valores de CBM tendem
a cair, indicando que a comunidade ¢ sensivel a esse tipo de contaminante (CHANDER,
DYCKMANS, et al., 2001). Em areas de mineragao, o CBM também ¢ usado como indicador
de qualidade do solo (ZHAO, SUN, et al., 2020; HU, JIANG, et al., 2014; WANG, SHI, et al.,
2007).

5.2 RESPIRACAO BASAL MICROBIANA

A respiracao basal microbiana (RBM) do solo ¢ um processo fundamental e componente
chave do ciclo do carbono. De forma simplificada, a respirag¢@o basal diz respeito a quantidade
de didxido de carbono liberado pelos microrganismos do solo durante seus processos
metabodlicos (SPOHN, KLAUS, et al., 2016; PHILLIPS, BOND-LAMBERTY, et al., 2017,
BELMONTE, CELI, et al., 2018). Um desses processos ¢ a degradagdo da matéria organica,
importante para a ciclagem de nutrientes. Estudos demonstram uma correlagao entre RBS e teor
de matéria organica do solo, que ¢ uma variavel representativa da qualidade do solo visto que
além de influenciar na ciclagem de nutrientes, melhora a estrutura do solo e sua capacidade de
reter agua (SONI, 2011; ROMERO-FREIRE, ARAGON, et al., 2016; LAL, 2020; SIMON,
2008; GRANDY, STRICKLAND, et al., 2009).

De forma geral solos ricos em matéria organica sao capazes de sustentar comunidades
microbianas mais estdveis e diversas, assim como possuem capacidade de sustentar
ecossistemas mais complexos. Sendo assim, a RBS esté relacionada com a matéria organica e
a atividade microbiana a torna um indicador bem utilizado para aferir a qualidade do solo e
verificar a condi¢ao da comunidade microbiana (ROMERO-FREIRE, ARAGON, et al., 2016;
MILNE e HAYNES, 2004; CONDRON, STARK, et al., 2010).

Mudangas no ambiente, como desmatamento, no geral reduzem a respiragao do solo a
longo prazo devido a queda na entrada de carbono no solo (devido a vegetacdo ausente, que
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ndo mais fornece folhas, frutos, e sementes para o solo) (CARDOSO, VASCONCELLOS, et
al., 2013; MOURA, GONZAGA, et al., 2015). Deve-se, contudo, levar em consideracao que
um valor elevado de respiragdo nem sempre ¢ um resultado desejavel, ja que pode indicar
liberacdo de nutrientes para as plantas em curto prazo, mas perda de carbono organico para
atmosfera a longo prazo (D’ANDREA, SILVA, et al., 2002). Avaliagdes de qualidade do solo
em areas de mineragdo podem fazer uso dessa métrica (ZHAO, SUN, et al., 2020). Logo, a RBS
¢ uma ferramenta importante para aferir qualidade do solo e monitorar mudangas ao longo do
tempo, pois ¢ um indicativo da atividade da microbiota do solo, que realizam boa parte dos
processos do solo e sdo amplamente adotados como indicadores de saude do solo

(BELMONTE, CELI, et al., 2018).

5.3 QUOCIENTE METABOLICO (qCO2)

O quociente metabolico (qCO2) ¢ uma medida da eficiéncia da respiragao do solo € um
indicador ttil da qualidade do solo. Essencialmente, ¢ o quociente da divisdo da respiracao
microbiana (i.e., producdo de CO;) pela biomassa microbiana, quantificando a quantidade de
C-CO:3 liberado por unidade de biomassa microbiana em um dado espago de tempo. Esse indice
reflete o estado metabdlico da comunidade microbiana e de forma geral valores mais elevados,
indicam uma comunidade sob estresse (ANDERSON e DOMSCH, 1993). Essa variavel ¢ ttil
para fins de monitoramento, podendo ser utilizada para avaliagdo de areas (D’ANDREA,

SILVA, et al., 2002).

“Qualidade do solo” ¢ um conceito complexo que abrange uma gama de propriedades
fisicas, quimicas e bioldgicas. Os microrganismos desempenham papéis fundamentais na
manuten¢do da qualidade do solo e na performance de servigos ecossistémicos. O quociente
metabolico permite uma compreensdao maior sobre a atividade e funcionamento dos
microrganismos do solo e como eles sdo influenciados por fatores ambientais (ARAUJO, KER,

etal.,2012; ASHRAF, WAGAS e RAHMAN, 2022; BASTIDA, ZSOLNAY, et al., 2008).

Estudos em qualidade do solo frequentemente empregam o quociente metabolico como
variavel de interesse, sendo notado que solos com maior teor de matéria organica tendem a ter
valores de qCO2 menores, indicando no geral comunidades mais estaveis e eficientes (RATH e

ROUSK, 2015; MERINO, GODOY e MATUS, 2016; GEISSELER e SCOW, 2014).

O qCO; também ¢ util para monitoramento a longo prazo, sendo empregado para

acompanhar mudangas na qualidade do solo ao longo do tempo, averiguar impacto de mudancas
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no uso do solo, por exemplo, ou para acompanhar a recuperacao de uma area impactada. Se for
observado um aumento do qCO», ¢ provavel que a qualidade do solo esteja em declinio,
enquanto uma reducdo desse indice ¢ no geral percebido como um sinal positivo de melhoria
na qualidade do solo (BELMONTE, CELIL et al., 2018; ASHRAF, WAGAS ¢ RAHMAN,
2022; TARRASON, OJEDA, et al., 2010).

5.4 ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade enzimatica do solo pode ser um indicador util de satde do solo, ja que se
encontram envolvidas em multiplos processos metabdlicos e sdo sensiveis a mudangas no uso
e manejo do solo. Enzimas catalisam varias reagdes bioquimicas no solo, incluindo as
envolvidas em ciclagem de nutrientes, e representam o nivel metabdlico da comunidade. Dessa
forma, mudancas no solo sdo refletidas na atividade enzimatica do mesmo (LEE, KIM, et al.,

2020; RODRIGUES, JUNIOR, et al., 2022).

A funcao desempenhada pelos microrganismos do solo na ciclagem de nutrientes, nos
ciclos biogeoquimicos ¢ de vital importancia para manutencdo da comunidade e dos demais
servicos ecossistétmicos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Considerando que ciclagem de
nutrientes no solo ¢ mediada por enzimas, medir a atividade enzimatica do solo pode contribuir
para uma avaliagcdo mais robusta da satde do solo e das condi¢des da comunidade microbiana
ali instalada (KARACA, CETIN, et al., 2010). Considerando o Carbono, Nitrogénio, Fosforo e
Enxofre como nutrientes de grande interesse para a nutricao do solo, as enzimas relacionadas
com os ciclos desses nutrientes sdo, respectivamente: beta-glicosidase, urease, fosfatase (acida

e alcalina) e arilsulfatase (SOBUCKI, 2022).

A atividade enzimatica ¢ influenciada por multiplos fatores ambientais, tornando-as um
indicador importante de qualidade do solo (RAMOS, 2022) . Devido a sua sensibilidade a
mudangas ambientais, enzimas tem emergido como uma forma de acompanhar a qualidade do
solo com uma variavel altamente responsiva, sendo possivel detectar mudangas na qualidade
do solo de forma mais rapida (LEE, KIM, et al., 2020; GHOSH, SINGH, et al., 2020). Portanto,
pode ser impactada por muitos fatores, dentre eles o pH do solo, temperatura, umidade, teor de

matéria organica, e disponibilidade de nutrientes (SOBUCKI, 2022; RAMOS, 2022).

O pH afeta diretamente a atividade enziméatica devido ao fato que enzimas possuem um
pH 6timo para atuar — se o pH do solo ndo estiver na faixa de atuacdo da enzima a atividade
pode reduzir ou até parar. A temperatura afeta a atividade enziméatica de forma andloga —
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enzimas possuem temperaturas Otimas de atuacdo, e estar fora dessa faixa prejudica ou
inviabiliza os processos enzimaticos (TABATABAI, 1994; BALDRIAN, SNAJDR, et al.,
2013; MCCAULEY, 2009).

A disponibilidade de 4gua, ou umidade do solo, também tem um papel importante —
afinal, os microrganismos que produzem as enzimas necessitam de 4gua para manter os seus
processos metabolicos ocorrendo, entdo uma escassez de agua impactaria diretamente a
atividade enzimatica (SARDANS e PENUELAS, 2005; SARDANS e PENUELAS, 2010). A
matéria organica, por sua vez, constitui fonte de carbono para muitos microrganismos, € uma
disponibilidade de carbono maior est4 associada com uma maior atividade enzimatica (STARK,

CONDRON, et al., 2008; PULROLNIK, 2009).

O manejo do solo e uso da area pode interferir nesses fatores, alterando assim a atividade
enzimatica (BELMONTE, CELL et al., 2018) . Dessa forma, quantificar a atividade enzimatica
¢ uma forma eficaz de acompanhar mudangas de uma area e antever problemas na qualidade do
solo, sendo possivel verificar o funcionamento das comunidades microbiologicas do solo,
degradacdo de contaminantes, ¢ ciclagem de nutrientes (ARAUJO ¢ MONTEIRO, 2007;
CONCEICAO, AMADO, et al., 2005).

O uso de enzimas como indicador oferece vantagens quando comparadas a outras
metodologias. Primeiramente, temos a sensibilidade desse indicador, que tende a responder
rapidamente a alteragdes no ambiente, sendo uma ferramenta potente para monitoramento de
areas e permitindo a¢des mitigadoras antes que o problema detectado se agrave.
Adicionalmente, atividade enzimatica frequentemente se correlaciona com outras propriedades
do solo como teor de matéria organica, disponibilidade de nutrientes, e caracteristicas fisicas
do solo, oferecendo uma andlise mais compreensiva da qualidade do solo (ALKORTA,

AIZPURUA, et al., 2003; KOTROCZO, VERES, et al., 2014).

O uso de enzimas para andlise do solo ¢ particularmente relevante porque fornece
informagdes sobre a capacidade dos solos de realizar reagdes biogeoquimicas, e podem ser
usadas como indicadores como ja discutido neste trabalho. O estudo da atividade das enzimas
nao ¢ algo recente. Na Tabela 1 sdo apresentados alguns fatos marcantes na histéria dessa area

de pesquisa (NANNIPIERI, TRASAR-CEPEDA e DICK, 2018).
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Tabela 1 - Marcos na historia de pesquisas cientificas com enzimas microbianas presentes no

solo. Adaptado (NANNIPIERI, TRASAR-CEPEDA e DICK, 2018)

ANO MARCO REFERENCIA
1899 Primeiro relatdrio de atividade ‘en21mat1ca no solo (atividade a (WOODS, 1899)
peroxidase).
Evidéncia conclusiva que enzimas se estabilizam na matriz do solo (MCLAREN,
1957 q . o RESHETKO e HUBER,
¢ se mantém cataliticas. 1957)
1969 Inicio da avaliacao rigorosa de ensaios de enzimas e uso de (TABATABAI e
substratos a base de p-nitrofenil. BREMNER, 1969)
Uso de substrgtp fluorogénico para determmgr atividade en21mat1ga (PANCHOLY e LYND,
1972 do solo, permitindo desenvolvimento posterior de protocolos multi- 1972)
enzimaticos em microplacas.
A maior parte das enzimas abidticas sdo estabilizadas na forma de
1975  complexos humus-proteina por ligacdes idnicas, de hidrogénio, ou  (LADD e BUTLER, 1975)
covalentes.
1978 Refutacao da aﬁrmatlva que atnngde enz¥mat1'ca nao tem relagao (SKUJINS, 1967)
consistente com atividade microbiana.
1982 Elucidagao do papel dg enzimas abidnticas na ecologia (BURNS, 1982)
microbiologica do solo.
1990 Estabilizacao artificial de enzimas em suportes organo-minerais que  (BOYD e MORTLAND,
podiam ser colocados no solo e permanecer cataliticas. 1990)
Detecgao de genes codificadores de enzima e primeiras tentativas de  (METCALFE, KRSEK, et
2002 . . o
correlaciona-los com atividade enzimatica correspondente no solo. al., 2002)

Assim, € notavel o uso de enzimas como ferramenta investigativa da qualidade do solo,

atestando sua significancia e confiabilidade. Entretanto, deve-se levar em consideragdo que

existem limitagdes no uso de enzimas como indicadores. Primeiramente, a amostra e o substrato

sao homogeneizados para permitir acesso ao substrato pela enzima. Esse tipo de ensaio avalia

a atividade de enzimas estabilizadas que podem ocorrer in situ e por iSso ndo se obtém

informagdes sobre a producao enzimatica do solo. Adicionalmente, ndo se tem procedimentos

padronizados para mensurar atividade enzimatica, o que ¢ alvo de criticas na enzimologia. A

atividade enzimatica ¢ tipicamente determinada a uma temperatura nica, o que ndo ¢ tipico em

condi¢des reais, como ndo oferece informagdes sobre a relagdo temperatura/atividade

enzimatica. E, por fim, nos ensaios sdo utilizados substratos simples e soliveis, o que nem

sempre reflete a realidade no solo (PAZ-FERREIRO e FU, 2016).
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Logo, atividade enzimatica ¢ um recurso precioso em avaliacdo de qualidade do solo,
mas ¢ preciso ajustar expectativas e interpretacdes, reconhecendo as limitagcdes das

metodologias disponiveis.

5.4.1 FOSFATASES

“Fosfatases” denota um grupo de enzimas capaz de catalisar a hidrélise tanto de ésteres
quanto de anidridos do 4cido fosforico (EIVAZI e TABATABALI 1977). Isto ¢, as fosfatases
atacam ésteres fosfato e fosfato de inositol, liberando ions fosfato (HPOs* ou H,PO*),
transformando o fosforo orgéanico (indisponivel para absor¢do pelas raizes das plantas) em
fosforo inorganico, que ¢ biodisponivel (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Logo, a atividade
dessas enzimas esta relacionada a ciclagem de foésforo no solo. Seu uso em avaliagdo de areas
de mineragdo ¢ bem consolidado na literatura (LI, HU, ef al., 2018; HU, JIANG, et al., 2014;
DEMKOVA, ARVAY, et al., 2019; WANG, JIA, et al., 2018; ZHAO, SUN, et al., 2020; LI,
WANG, et al., 2019).

O ciclo do fosforo envolve uma série de interagdes complexas entre solo,
microrganismos, plantas e o meio ambiente. As fosfatases tornam o fosforo biodisponivel, € o
fosforo ¢ entdo utilizado em processos metabdlicos e eventualmente retorna ao solo por meio
de residuos de plantas (e.g., folhas, frutos, galhos) e exsudatos de raizes (FILIPPELLI, 2002).
A Figura 1 ilustra o ciclo do fésforo em perspectiva mais ampla e para uma perspectiva mais
proxima ao objeto de estudo, temos uma representacao mais simples na Figura 2. Nessa ultima
figura ¢ possivel ver o fluxo de fosforo no solo, € 0 quao crucial essa movimentacao € para a

manuten¢do do ecossistema.

23



. ? Oceanos
adeias

almentares . Dissolvido
" marinhas H no oceano

Figura 1. Ciclo biogeoquimico do fosforo em ampla perspectiva (SAMANTHA FOWLER,
2013; KHAN ACADEMY).
| s animais obtém

fosfatos por meio da
dgua e dos alimentos.

Nao existe o elemento
fasforo em forma gasosa.

Figura 2 - Ciclo biogeoquimico do fosforo (SENA, 2021).

O manejo do solo afeta o ciclo do fosforo. O uso excessivo de fosforo na agricultura
levou ao aciimulo de fosforo no solo de terras de cultivo e pastejo, levando a perda de fosforo
por escoamento superficial, erosdo ou lixiviagdo (CONG, SURIYAGODA e LAMBERS, 2020;
SCHNEIDER, MARTENS, et al., 2019).

Fosfatase acida e fosfatase alcalina sdo dois tipos de fosfatase que sao comumente

encontradas em solos, secretadas por raizes e produzidas pela microbiota do solo
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(FERNANDES, NETO, et al., 1997). Ambas sao vitais para a ciclagem do fosforo, mas
possuem origens e condi¢des de atuacdo diferentes. A fosfatase alcalina possui pH 6timo de
11,0 e ¢ produzida exclusivamente pela microbiota do solo, enquanto a fosfatase 4cida possui
pH o6timo de 6,5 e além de ser produzida pelos microrganismos do solo pode também ser
secretada por plantas. A fosfatase acida tende a dominar em solos acidos (que favorecem sua
atividade), enquanto a fosfatase alcalina tende a se sobrepor em solos basicos (ROJO,
CARCEDO e MATEOQOS, 1990; OBERSON, BESSON, ef al., 1996; FERNANDES, ANJOS, et
al., 1998).

5.4.2 BETA-GLICOSIDASE

A beta-glicosidase consegue catalisar reagdes de hidrolise da maltose e da celobiose,
que geram produtos que sdo importantes fontes de energia para os microrganismos do solo
(TABATABALI, 1994), sendo assim relacionada com o ciclo do carbono no solo. Demkova et
al. (2019) utilizou essa enzima para avaliar a polui¢do em uma area atingida por rejeitos,

aferindo o impacto de poluentes na atividade enzimatica do solo.

O ciclo do carbono ¢ uma teia complexa de interagdes que envolve processos bioldgicos,
quimicos, fisicos e geologicos (Figura 3). O solo possui uma reserva dindmica de carbono que
¢ um fator critico no controle de carbono global — representando 75% do carbono terrestre
global, solos sdo responsdveis por armazenar cerce de 4,5 vezes mais carbono do que a
vegetacdo. Isso implica que mudangas em manejo de carbono do solo podem resultar em
emissao de CO», o que agrava o efeito estufa, e cria um ciclo de retroalimentagdo positivo, ja
que a liberagdo de gases pelo solo ¢ sensivel a mudangas de temperatura (LAL, 2004;

JOHNSTON, GROFFMAN, et al., 2004).
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Figura 3 - Ciclo biogeoquimico do carbono (SAMANTHA FOWLER, 2013; KHAN
ACADEMY).

No solo, o ciclo depende da degradacao de material organico, ja que esse processo libera
nutrientes e energia para desenvolvimento dos organismos sustentados pelo solo. Apods sua
absorcdo e utilizacdo em processos metabdlicos, o carbono € retornado ao solo por meio de
detritos das plantas e exsudatos das raizes (HORWATH, 2007). A Figura 4 apresenta um
esquema simplificado do carbono no solo. Nota-se que os agentes bioldgicos presentes no solo
tém um papel importante em varios processos para a ciclagem de carbono, o que destaca a

relevancia dos organismos que integram a comunidade pedologica.

..eﬁ.
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Ciclodo
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Figura 4 - Ciclo do carbono no solo (EMBRAPA, 2018).
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5.4.3 UREASE

A urease, por sua vez, realiza a catélise da reagdo de hidrolise da ureia, resultando em
amonia e acido carbonico (KRAJEWSKA, 2009), sendo assim uma parte do ciclo do nitrogénio.
Nitrogénio ¢ um nutriente fundamental para o desenvolvimento da vida, j4 que ¢ uma parte
intrinseca de varias moléculas organicas (e.g., proteinas, bases nucleicas) e processos

metabolicos (LAYNE, 2006).

O ciclo do nitrogénio € composto por varias interagdes que vai muito além do que ocorre
no solo (Figura 5). Dito isso, o solo ¢ um meio importante em que ocorrem processos
fundamentais para manutencao deste ciclo, em particular as reagcdes que tangem a mineralizagdo
e imobilizacdo de compostos organicos de nitrogénio. A urease, como mencionado
anteriormente, hidrolisa ureia, composto nitrogenado frequentemente encontrado no solo,
liberando amédnio inorganico que pode entdo ser absorvido e utilizado por plantas e
microrganismos (MATCZUK e SICZEK, 2021; FOWLER, COYLE, et al., 2013; POWLSON,
1993). A Figura 6 ilustra o ciclo do nitrogénio no solo, indicando as multiplas interagdes
necessarias para o fluxo de nutrientes e o papel chave que os microrganismos desempenham

Nnesses processos.
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por bactérias e <: nitrogénio adimentos nitrogenados
fungos em NH; por bactérias aem no fundo do ocean

Nitrificagao por
bactérias em NO3

Figura 5 - Ciclo biogeoquimico do nitrogénio (SAMANTHA FOWLER, 2013; KHAN
ACADEMY).
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Figura 6 - Ciclo do nitrogénio no solo (SANTOS, VELHO e FREITAS, 2020).

A urease ja integrou a estratégia de avaliagdo de areas de mineragio (DEMKOVA,
ARVAY, etal.,2019; ZHAO, SUN, et al., 2020; WANG, JIA, et al., 2018; LI, HU, et al., 2018;
LIU, LI, et al., 2020). Liu, Li et al. (2020) estudaram os efeitos da concentragdo de metais
pesados na atividade enzimatica em solos afetados por um derramamento de rejeito de
mineracdo em Guancgxi, China. Uma das variaveis estudadas foi a urease, e de forma geral o
estudo observou que a tendéncia de atividade enzimdtica foi inversa a tendéncia da

concentracdo de metais pesados, apresentando uma correlagdo negativa.
5.4.4 ARILSULFATASE

A agdo da arilsulfatase se d4 por meio da hidrolise de ésteres de sulfato, resultando na
liberacdo de SO42 (TABATABAI 1994). Parte do sulfato liberado da fragio organica do solo
¢ utilizado no metabolismo microbiano e outra fragdo fica disponivel na solugao do solo e assim
passivel de ser absorvido pelas raizes das plantas (SARMANHO, 2015), sendo assim

importante na ciclagem de enxofre (Figura 7).

O enxofre ¢ um macronutriente importante no crescimento € desenvolvimento de muitos
organismos devido ao seu papel na biossintese de metionina e cisteina. Cisteina ¢ um
componente vital de proteinas, determina a conformacado estrutural proteica, e contribui para
catalise de reagdes enzimaticas. O enxofre também ¢ importante para sintese de coenzima A,
que ¢ fundamental para biossintese e oxidacao de 4acidos graxos, além de estar relacionada com
o ciclo do &cido citrico. Enxofre inorganico estd disponivel para uso direto de plantas, mas

representa menos que 5% do enxofre do solo. O restante do enxofre no solo se encontra ligado
28



a particulas organicas e, dessa forma, estd disponivel apenas de forma indireta para plantas

(LUCHETA e LAMBALIS, 2012).

No solo, ¢ possivel encontrar enxofre na forma organica e inorganica. No geral as
plantas utilizam a forma inorgéanica do enxofre como fonte de nutriente, que ¢ a que existe em
menor propor¢do no solo (2-10%, apenas) (Figura 8) (BRIMBLECOMBE, 2014; SCHERER,
2001).

e Sulfur €ycle

\‘f‘\

- .
o Soil sulfates &
(0,%) S

Figura 7 - Ciclo biogeoquimico do enxofre (SAMANTHA FOWLER, 2013).
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Figura 8 - Ciclo de enxofre no solo. Abreviagdes: 1 - imobilizagdo; m - mineralizagdo; p -
absor¢ao por plantas; r - exsudatos de raizes; so - oxidagao; 1 - lixiviagado; sr - redugdo. Fonte:

(BRIMBLECOMBE, 2014)
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Logo, nota-se que no solo, a disponibilidade do enxofre depende da mineralizacao e
imobiliza¢ao de compostos organicos de enxofre. Feita a hidrolise, mediada pela arilsulfatase,
o enxofre fica disponivel para utilizacdo das plantas e microbiota, sendo vital para a ciclagem

de enxofre no solo (CHEN, LIU, et al., 2019).

Na literatura, nota-se alguns exemplos de seu uso como varidvel avaliativa em amostras
de solo em érea afetada por rejeitos de mineragio (MARTINEZ-TOLEDO, MONTES-
ROCHA, et al., 2017; GONZALEZ-MILLE, ESPINOSA-REYES, et al., 2019; GALLEGO,
ESBRI, et al., 2021). Martinez-Toledo, Montes-Rocha, et al. (2017) avaliaram a atividade
enzimatica em solos com polui¢do por rejeitos de mineragdo, mais precisamente em depositos
de rejeitos em San Luis Potosi, México. O estudo revelou que a atividade enzimatica nos locais

contaminados foi menor do que nas areas de referéncia.
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CAPITULO 2: ATIVIDADE MICROBIANA DO SOLO EM AREA IMPACTADA
PELO ROMPIMENTO DA BARRAGEM DE REJEITOS EM BRUMADINHO.

1. INTRODUCAO

Em 25 de janeiro de 2019, uma das barragens do complexo minerario Cérrego do Feijao,
Brumadinho, MG, se rompeu. A Barragem I continha aproximados 11,6 milhdes de metros
cubicos. Apos o rompimento, o fluxo de rejeito encontrou outras duas barragens de contencao
de sedimentos, que também se romperam, somando ao acidente. Esse volume, que excedeu 12
milhdes de metros cubicos, se espalhou por mais de 46 quilometros afetando uma populagao
estimada de mais de 33 mil pessoas (PASSARINHO, 2019; BARCELLOS e SILVA, 2019;
SILVA, 2020).

Uma série de medidas foram tomadas para recuperagao do local e o Marco Zero, no

entorno do ribeirdo Ferro-Carvao, foi a primeira area a ser revegetada. O projeto piloto de
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reabilitacdo ambiental foi langado em 2020, com os objetivos de reconstituir as condi¢des do
ribeirdo Ferro-Carvao e revegetar com plantas nativas a regido e as matas ciliares. O processo
envolveu obras de bioengenharia para reconstitui¢do do leito do corpo hidrico, assim como

reposi¢do da camada superior do solo utilizando fopsoil (VALE, 2020).

A revegetagdo ¢ uma etapa fundamental na reabilitacdo de uma area degradada e ¢
benéfica para a reabilitacdo da qualidade microbiologica do solo (PIMENTEL, 2017). A
comunidade microbiana do solo desempenha papel fundamental em sua produtividade e
manutenc¢do dos servicos ecossistémicos do ambiente. O solo abriga uma quantidade imensa de
microrganismos, sendo eles responsaveis, de forma direta ou indireta, por multiplos processos
bioquimicos. Esses processos, que incluem a transforma¢do de elementos quimicos e a
transferéncia de energia e nutrientes no sistema composto pelo solo, as plantas, e a atmosfera,
constituem a base necessaria para a sustentagao e produtividade nos ecossistemas terrestres
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; CARDOSO e ANDREOTE, 2016; MATSUOKA, MENDES
e LOUREIRO, 2003).

Dessa forma, investigar a comunidade microbiana de um dado local ¢ uma agao
importante para melhor compreender o estado do mesmo, j& que de forma geral a comunidade
microbiana reflete o seu habitat, e quanto mais complexa uma comunidade biologica, mais
estavel ela se torna (ARAUJ O,KER, et al., 2012). O solo tem multiplas funcdes ecossistémicas,
e sua qualidade pode ser dividida em trés areas: qualidade quimica (e.g., teor de nutrientes, pH),
qualidade fisica (e.g., temperatura, densidade), e qualidade bioldgica, que inclui a diversidade
microbiana e sua atividade, como respiragado, atividade enzimatica, dentre outros (SILVEIRA

e FREITAS, 2007).

As enzimas que se encontram no solo podem se originar de microrganismos (i.e.,
biomassa microbiana, que ¢ a maior fonte de enzimas no solo) e de macrorganismos, como
animais e plantas (EVANGELISTA, PARTELLI, et al., 2012). Assim, pode-se afirmar que as
enzimas sao um indicador importante, ja que constituem um atributo vital na qualidade do solo.
As enzimas atuam como catalisadoras de reagdes metabolicas e tem papel importante em
reagdes de decomposicao de residuos e subsequente formagdo de matéria organica, na estrutura
do solo e na ciclagem de nutrientes. Assim, atividade enzimatica ¢ um indicativo da atividade
biologica presente na amostra, podendo ser usada para aferir a intensidade de um dado processo

bioquimico (SOBUCKI, 2022).

No contexto da mineragdo ¢ notavel que a busca por recursos minerais resulta no
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aumento do namero de barragens de rejeitos, o que resulta em impactos graves nos arredores
da area explorada (WANG, JIA, et al., 2018). Monitorar a funcionalidade e estabilidade das
enzimas do solo ¢ uma ferramenta util para entender os processos envolvidos na resisténcia e
recuperagdo da comunidade bioldgicas frente a uma perturbacdo (LIU, LI, et al, 2020).
Sabendo disso, ¢ possivel encontrar uma gama de estudos que utilizam atividade enzimatica
como indicador de qualidade do solo no monitoramento de dareas afetadas direta ou
indiretamente pela mineragdo (LIU, LI, et al., 2020; LI, HU, et al., 2018; ZHAO, SUN, et al.,
2020; LIMA, CAVALCANTE, et al., 2022; GALLEGO, ESBRI, et al., 2021). Demkova,
Arvay, et al. (2019) estudaram a atividade de enzimas do solo como forma de monitorar a
avaliacao de poluicao do solo oriunda de uma lagoa de rejeitos. O estudo incluiu a avaliagdo da

atividade das enzimas urease, fosfatase 4cida e alcalina e beta-glicosidase.

O presente trabalho teve como hipotese que a reconstituicdo do solo da area denominada
Marco Zero (Brumadinho, MG) permitiu a reabilitagdo da microbiota do solo que foi afetada
pelo rompimento da barragem Bl da Mina Coérrego Feijdo. O objetivo foi determinar os
indicadores microbioldgicos da qualidade do solo para verificar se as agdes de reabilitacao
realizadas na area impactada pelo rompimento da Barragem B1 fomentaram a recuperacao da
atividade microbiana, e refletiram em valores satisfatorios quando comparados a valores de
referéncia. Tais resultados sdo cruciais para verificar o reestabelecimento do ecossistema local

e para tragar estratégias de recuperacdo para outras areas afetadas pelo desastre.
1.1. OBJETIVO GERAL

Determinar o carbono da biomassa microbiana, a respiragao basal do solo, o quociente
metabolico e atividades enzimaticas para verificar a qualidade do solo na drea impactada pelo
rompimento da barragem B1, denominada Marco Zero (regido de Brumadinho, MG) durante

seu processo de reabilitacdo.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Mensurar a atividade microbiana por meio de indicadores bioldgicos nas amostras de solo
coletadas na area do Marco Zero e referéncia;

e Verificar o efeito de sazonalidade nos indices microbioldgicos avaliados nas amostras de
solo coletadas na area do Marco Zero ¢ referéncia;

e Verificar na 4rea de Marco Zero, se os pontos coletados mais proximos da barragem

rompida (montante) foram mais afetados que os mais distantes (jusante);
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e Determinar os indicadores mais sensiveis e adequados para monitoramento da area

afetada.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO

A area de estudo, denominada Marco Zero, se encontra a aproximados 4,5 km do centro
de Brumadinho e 8,6 km da barragem B1 da Mina Corrego do Feijao. Foi analisada a area
Marco Zero (20°09°17” Sul e 44°09°33” Oeste), mas amostrou-se também uma area de mata
nativa que nao foi afetada pelo desastre como referéncia (margens do corrego Casa-Branca,

coordenadas 20°09°36” Sul e 44°09°13” Oeste).

A area Marco Zero foi a primeira area a ser reabilitada apos o rompimento da barragem
B1. Além das obras de engenharia para remocao do rejeito e recuperagao do leito do corrego
Ferro-Carvao, ela foi revegetada apods receber uma camada de topsoil. O cérrego Ferro-Carvao
atravessa a regido e desagua no rio Paraopeba. Atualmente este corrego se encontrava inativo,
J& que esta passando por tratamento de descontaminacdo e entdo redirecionado a dgua desta

microbacia para a foz do corrego Casa-Branca.

2.2. AMOSTRAGEM

Para aferir variagdes sazonais, foi realizada a amostragem do solo tanto na estacao
chuvosa, marco de 2022, quanto na estagdo seca, setembro de 2022. Foram determinados seis
transectos ao longo do Cérrego Ferro-Carvao, trés em cada margem. Cada transecto ¢ composto
de trés pontos de amostragem, sendo o primeiro préximo ao leito do coérrego, e os outros dois
se afastando do leito do corrego, na area atingida. As amostras foram coletadas na profundidade

de 0a20 cm.

Foram coletadas amostras de uma area de referéncia em cada margem. Todas as
amostragens foram amostragem composta de quatro pontos. Considerando seis transectos e
duas referéncias, com trés pontos cada, totalizam-se 24 amostras. A amostragem foi feita de
forma composta, homogeneizando solo extraido de quatro regides para cada ponto, sendo
peneirado em campo, armazenado em sacos plasticos devidamente fechados e identificados, e
entdo refrigerado em geladeira (temperatura entre 2 °C e 4 °C). Na Figura 9 observam-se os
pontos de coleta georreferenciados para os transectos amostrados, e na Figura 10 as

caracteristicas distintas da area de estudo.
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Figura 9 - Localizagdo georreferenciada dos pontos de coleta de solo dos Transectos 1 a 6
(TRS1 a TRS6) na area afetada Marco Zero e na area de referéncia do Corrego Casa-Blanca,

na margem direita (R1-D) e esquerda (R2-E), em Brumadinho, MG.
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Figura 10 - Registro fotografico dos pontos de coleta feito em mar¢o/2022. Retangulo vermelho
indica os transectos que sofreram aporte de sedimento aluvionar proveniente do Rio Paraopeba.
PT = Ponto, ME = Margem esquerda, MD = Margem direita. Fonte: LAMAP
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As coordenadas UTM WGS84 dos transectos foram obtidas utilizando o software

Google Earth Pro, e estao disponiveis na Tabela 2.

Tabela 2 - Coordenadas UTM dos transectos do Marco Zero.

2.3 ANALISES FISICO-QUIMICAS

AMOSTRAS LATITUDE LONGITUDE
R1-D-1 20°9'35.44"S  44°9'13.98"W
R1-D-2 20°9'35.18"S  44°9'13.78"W
R1-D-3 20°9'34.92"S  44°9'13.64"W
R2-E-1 20°9'34.83"S  44°9'15.09"W
R2-E-2 20°9'34.96"S  44°9'15.12"W
R2-E-3 20°9'35.09"S  44°9'15.26"W
TRSI-1 20°9'17.45"S  44° 9'33.81"W
TRS1-2 20°9'17.45"S  44°9'33.95"W
TRS1-3 20°9'17.49"S  44° 9'34.06"W
TRS2-1 20°9'21.65"S  44°9'32.97"W
TRS2-2 20°921.68"S  44°9'33.17"W
TRS2-3 20°9'21.68"S  44°9'33.38"W
TRS3-1 20°925.84"S  44°9'32.15"W
TRS3-2 20°9'25.78"S  44°9'32.98"W
TRS3-3 20°925.65"S  44° 9'33.84"W
TRS4-1 20°9'17.61"S  44°9'33.37"W
TRS4-2 20°9'17.68"S  44° 9'33.02"W
TRS4-3 20°9'17.71"S  44°9'32.61"W
TRS5-1 20°921.90"S  44° 9'32.55"W
TRSS5-2 20°921.93"S  44°9'31.79"W
TRSS5-3 20921.86"S 44 931.10"W
TRS6-1 20926.10"S 44 9'31.84"W
TRS6-2 20926.81"S 44 9'30.84"W
TRS6-3 20927.16"S 44 9'29.63"W

Para anélises fisico-quimicas, as 48 amostras de solo (24 por coleta) foram enviadas ao

Laboratdrio de Analises de Amostras de Solo no Departamento de Solos, da Universidade

Federal de Vicosa (Vigosa, MG). As andlises realizadas e os respectivos métodos utilizados

foram:

e Areia grossa (kg/kg) - Peneiramento;

e Arecia fina (kg/kg) - Peneiramento;

o Silte (kg/kg) — Método da pipeta — agitagao lenta;

e Argila (kg/kg) — Método da pipeta — agitacao lenta;

e Densidade de Particulas, Dp (g/cm®) — Método Baldo Volumétrico;
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e Contetdo de aguaretido a 10 kPa e 15 kPa (kg/kg) — Curva de retengao de agua
no solo (MT — Mesa de Tensao; CP — Camara de Pressdo);

e pH em agua — Eletrodo combinado imerso em suspensdao solo:liquido na
proporgdo 1:2.5;

e Fosforo, potassio, calcio, magnésio, cobre, manganés, ferro, zinco (mg/dm?®) —
Extrator Mehlich-1;

e Acidez potencial do solo, H+Al (cml/dm®) — Extrator Acetato de Calcio 0.5
mol/L =pH 7.0;

e Soma de bases trocaveis , SB (cmlc/dm?®) — somatorio dos teores de Ca?*, Mg?*,
K"eNa';

e Capacidade de troca catidnica efetiva, t (cml./dm?) — Somatorio de SB e AI**;

e Capacidade de troca catidnica a pH 7.0, T (cmle/dm?)? - Somatério SB e (H' +
APY);

e Indice de Saturagdo por bases, V (%) — Calculo de (100. Valor S)/ (Valor T)

e Matéria organica, MO (dag/kg) — Carbono organico x 1,724 — Walkley-Black;

e Fosforo remanescente, P_rem (mg/L) — concentracdo na solugao de equilibrio

apos agitacdo por 1 h, conforme Teixeira, Donagemma, et al (2017).

Os procedimentos foram feitos segundo o Manual de Métodos de Analise de Solo

(TEIXEIRA, DONAGEMMA, et al., 2017).
2.4 ANALISES MICROBIOLOGICAS
2.4.1 RESPIRACAO BASAL DO SOLO (RBS)

A RBS foi determinada segundo o protocolo proposto por Jenkinson & Powlson
(1976) e Alef & Nannipieri (1995) para as amostras coletadas. Dessa forma, 100 g de solo
(previamente peneirado em peneira 2 mm e refrigerado) foi pesado e acondicionado em um
pote hermeticamente fechado com um receptaculo contento 25 mL de solu¢do NaOH 1 mol/L.
O pote foi entdo acondicionado em uma sala escura mantida a temperatura ambiente pelo
periodo de 15 dias, ao final dos quais 5 mL do NaOH contido no receptaculo foi misturado com
5 mL de solu¢do de BaCl, e entdo titulado com uma solugdo de HCI 0.25 mol/L, utilizando
fenolftaleina como indicador. As amostras foram analisadas em triplicata, e a afericdo da

respiragdo foi feita segundo a seguinte equagao:
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(VB —VA) x 22 X C X fc Xx FA x SW
mg de CO, =
dwt Xt

Sendo:

SW ¢ o peso seco do solo em gramas (100 g de solo);

t € o tempo de incubagdo em horas;

VB ¢ o volume, em mL, de &cido cloridrico gasto na titulagdo do branco;
VA ¢ o volume, em mL, de acido cloridrico gasto na titulacdo da amostra;
22 ¢ equivalente-grama do CO;

dwt € o peso seco de 1 g de amostra de solo umido.

2.4.2 CARBONO DA BIOMASSA MICROBIANA (CBM)

O CBM foi determinado segundo o proposto por Tedesco (1995) para todas as
amostras de solo. Assim, foi pesado 10 g de solo (previamente peneirado em peneira 2 mm e
refrigerado) em uma placa de Petri e mais 10 g de solo em um Erlenmeyer de 125 mL, sendo
as amostras pesadas refrigeradas por 24 h adicionais. No dia seguinte, foi medida a temperatura
de 1 L de 4gua em um béquer antes e depois de ser submetida a 120 s no micro-ondas, para
aferir a poténcia do equipamento segundo a equagao:

P=Cp X KXAT X m/t
Em que:

AT = temperatura final menos temperatura inicial (°C), variagcdo da temperatura de 1

L de 4gua em 2 minutos de exposi¢ao;
P = Poténcia real do aparelho em W;
K = 4.184, fator de corregdo de cal ] mL™' K'! para watts (J s™');
m = 1000 g, massa da agua em gramas;
t=120 s, tempo de exposi¢do da 4gua no micro-ondas;

Cp=1Jm' K", capacidade da agua de receber calor.

ApOs esse procedimento, calculou-se o tempo de irradiagdo das placas por meio da
equacao:

t=rxm/P
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Em que:

t = tempo de exposi¢do das amostras ao micro-ondas;
P = poténcia real do aparelho em W;
r =800 J.g™! de solo, quantidade de energia necessaria para a exposi¢ao;

m = peso total das amostras a serem irradiadas em g.

O solo das placas foi entdo macerado e submetido a irradiacdo em micro-ondas pelo
tempo calculado. Feito isso, o solo das placas foi transferido para um Erlenmeyer de 125 mL,
e todos os Erlenmeyers (amostras irradiadas e nao irradiadas) receberam 40 mL de solugdo
extratora (K2SO4 0.5 mol/L, com pH entre 6.5 e 6.8), com um Erlenmeyer adicional sem solo
para servir de branco. Os Erlenmeyers foram vedados com plastico filme e colocados no shaker
por 30 min, com agitagdo de 120 rpm. Findo esse tempo, as amostras foram retiradas do shaker
e deixadas em repouso por 30 min, para sedimentagao do solo, e entdo filtradas em papel filtro

de filtragao lenta.

Do extrato obtido foram utilizados 5 mL, adicionado a um novo Erlenmeyer de 125 mL,
juntamente com 1 mL de solu¢do de dicromato de potassio (0.066 mol/L) e 5 mL de acido
sulfarico (P.A. 95-99%). Ap0s esfriar, adicionou-se 25 mL de dgua destilada e titulou-se com

uma solu¢ao de sulfato ferroso amoniacal (0.03 mol/L) usando Ferroin como indicador.

As amostras foram analisadas em triplicata, ¢ o resultado foi aferido por meio das

equacoes:

c (Vb — Vam) (molaridade do sulfato ferroso)(3)(1000)(volume extrator)
LNI =

(* volume do extrato)(massa seca do solo)
Onde:

Cini= Amostra irradiada ou amostra ndo irradiada

Vb = volume do branco (mL)

Vam = volume da amostra (mL)

3 = resultado da relagdo entre o nimero de mols de Cr.O7 que reagem com o
Fe?" (1/6), multiplicado pelo nimero de mols do Cr07 que reagem com C° (3/2), multiplicado
pelo peso equivalente do C (12);
1000 = Fator de conversao de unidades

*volume do extrato (amostra filtrada) para a determinacao do carbono (mL)
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(C; — Cnp)

CBM:W

= ugg ! de Cno solo

Onde:
CBM = Carbono da biomassa microbiano

C1= Amostra irradiada

Cni= Amostra nio irradiada

2.4.3 QUOCIENTE METABOLICO (qCO2)

O quociente metabolico, segundo Anderson e Domsch (1993), pode ser obtido por

meio da razao entre RBS e CBM, conforme a equagao:

CO, = —>
2 = BM

Em que:
RBS - Taxa de respiragio basal do solo (mg kg™ dia™),

CBM - Carbono da biomassa microbiana (mg kg™!).

2.4.4 ANALISES ENZIMATICAS

As analises enzimadticas se deram por colorimetria, utilizando os protocolos adequados
para a enzima desejada. Para as fosfatases, beta-glicosidase, e arilsulfatase os protocolos
utilizados usaram 1 g de solo (peneirado e refrigerado), sendo feito em triplicata com um
controle. Os valores expressos de atividade enzimatica foram normalizados, dividindo os
valores brutos pelos respectivos valores de CBM para que se pudesse ter uma razao entre a
atividade enzimatica produzida e quantidade de carbono da biomassa microbiana presente nas
amostras. Logo, a unidade utilizada para essas variaveis ndo foi ug por grama de solo, mas sim

ug por grama de carbono.

O solo foi pesado e acondicionado em tubos Falcon de 15 mL, ao qual foi adicionado
tolueno, solu¢do tampao especifica para o ensaio, e uma solucdo contendo o substrato da

enzima. No controle ndo se adicionou, a principio, o substrato, somente o tampao com pH
53



devidamente ajustado (para fosfatase alcalina o pH do tampao foi ajustado para 11, na fosfatase
acida o pH foi ajustado para 6.5, para a beta-glicosidase o pH foi ajustado para 6.0, e para
arilsulfatase o pH do tampao foi ajustado para 5.8). Os tubos foram agitados e incubados em
banho-maria a 37 °C por uma hora. Apos a incubacao, os tubos foram imediatamente imersos
em gelo, e foi adicionada uma solugdo basica (NaOH 0.5 mol/L ou THAM 0.1 mol/L pH 12, a
depender do ensaio) e CaCl> aos tubos. Os tubos de controle receberam a solugao de substrato
enzimatico somente apos a incubagdo, para que a coloragdo da solugdo ndo interfira nos
resultados. As amostras foram filtradas com papel filtro de filtracdo lenta, e em seguida lidas
em espectrofotometro em comprimento de onda adequado para o ensaio (fosfatases: 400 nm,

beta-glicosidase: 410 nm, arilsulfatase: 400 nm, urease: 690 nm).

Uma curva padrao foi feita para obtencao de valores de absorbancia para concentragdes
conhecidas, utilizando p-nitrofenol e demais insumos empregados no ensaio em questdao. Os
valores de atividade enzimatica foram obtidos a partir da equagdo da curva padrao, sendo

subtraido o valor do controle.

O protocolo utilizado para as fosfatases foi proposto por Eivazi e Tabatabai (1977), o
utilizado para a beta-glicosidase foi proposto por Eivazi e Tabatabai (1988), o utilizado para a

arilsulfatase foi proposto por Tabatabai e Bremner (1970).

O ensaio para urease difere dos demais. Em linhas gerais o ensaio se assemelha ao
utilizado para as demais enzimas, seguindo o processo de adicionar ao solo a solug¢do de p-
nitrofenol e solugdo tampao, incubar, adicionar o inibidor com solugdo alcalina, filtrar, e
realizar a leitura, mas segundo o proposto por Kandeler e Gerber (1988), pesou-se 5,0 g de solo
previamente peneirado e refrigerado (ao invés do peso de 1 g utilizado nas demais enzimas) em
Erlenmeyers de 125 mL (substituindo os tubos de ensaio empregados nos demais protocolos),

sendo realizado em triplicata com um controle.

A principio, adicionou-se uma solucao de ureia (substrato da urease) as amostras e agua
destilada aos controles, levando os frascos para incubacdo a 37 °C por 2 horas. Apds a
incubacdo, foi adicionado KCI (1 mol/L) as amostras, KCI (1 mol/L) e a solucdo de ureia aos
controles, e os frascos foram submetidos a agitagdo por 30 minutos (130-140 rpm). Apos a
agitacdo, o conteudo dos frascos foi filtrado em papel de filtro de filtracao lenta. Por fim, foi
retirado 0.5 mL do extrato obtido, colocando em um tubo com 4.5 mL de 4gua destilada e
adicionado 2.5 mL da solugdo de trabalho (que contém NaOH, nitroprusiato de soédio, e

salicilato de so6dio) e 1.0 mL de solucdo de dicloro (4acido dicloisocianurico sal sddico), agitando
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os tubos e fazendo a leitura em espectrofotometro a 690 nm.

Os resultados foram obtidos a partir de uma curva padrao elaborada utilizando KCl,
solug¢do padrdo de amonio, solucdo de dicloro, e a solucdo de trabalho. O valor da atividade

enzimatica foi obtido a partir da equagdo da curva padrao, sendo subtraido o valor dos controles.

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

A avaliagdo de significancia estatistica foi realizada no programa R version 4.1.1 (2021-
08-10) usando as bibliotecas base (R CORE TEAM, 2021), sendo o pacote agricolae escolhido
para a andlise estatistica ndo paramétrica Kruskal-Wallis (SIEGEL, 1956). Foi comparado
primeiramente cada transecto de forma individual com a area de referéncia (ndo afetada),
utilizando como repeti¢ao os pontos 1, 2 e 3 amostrados. Em um segundo momento foi feita
outra analise com apenas dois grupos: afetado (incluindo todos os transectos) e ndo afetado

(com todos os pontos da area de referéncia). A significancia adotada foi de 5%.

As andlises multivariadas e andlise descritiva foram realizadas com a versdo 4.3.1 do
software R, sendo utilizados os pacotes factoextra, FactoMineR, tibble ¢ tidyverse para a analise
multivariada e os pacotes DescTools, ExpDes.pt, moments, tidyverse, corrplot, ggplot2 e

ggcorrplot para a andlise descritiva.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. RESPIRACAO BASAL DO SOLO (RBS)

Altas taxas de respiracdo podem indicar tanto um disturbio ecoldégico como um alto
nivel de produtividade do ecossistema (USDA, 2010). Os valores obtidos tanto para as amostras
de margo, estacao chuvosa, como para as de setembro, estacdo seca, ndo apresentaram diferenca
significativa em relacdo aos valores obtidos nas amostras de referéncia, com exce¢do do TRS4
na coleta de marco de 2022 (Figura 11). Entretanto, os valores obtidos para as amostras
coletadas em margo foram no geral superiores aos das amostras coletadas em setembro. Esse
resultado pode ser explicado por setembro ser a estacao de seca e assim, espera-se uma atividade
microbiana menor que na estagdo chuvosa (BROCKETT, PRESCOTT e GRAYSTON, 2012;
XU, YU, et al., 2018). A respiragdo basal microbiana ¢ dependente do estado fisioldgico da

célula e ¢ influenciada por diversos fatores do solo, como: a umidade, a temperatura, a estrutura,
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a disponibilidade de nutrientes, a textura, a relacdo C/N, a presenca de residuos organicos, entre
outros (LUO e ZHOU, 2006). Silva et al. (2018) também observaram em amostras de solo
impactado pela mineragdo de ferro em recuperagdo que os valores de RBS foram maiores na

época de chuva do que na época de seca.

Observando os dados do TRS4 em margo de 2022, notou-se que os valores excederam
os da referéncia, o que pode ser resultado do impacto sofrido pelas chuvas torrenciais de janeiro
(G1 , 2022). Como essa diferenca de valores ndo perpetuou nas amostras de setembro,

possivelmente a comunidade microbiana conseguiu se restabelecer nesse interim.

Considerando que a maioria dos transectos nao se mostrou significativamente diferente
as amostras de referéncia, uma segunda analise de Kruskal-Wallis foi realizada, dessa vez
colocando apenas dois grupos: Afetado (composto por todos os pontos dos transectos) e Nao
afetado (composto por todos os pontos das areas de referéncia). Os dados brutos utilizados
podem ser observados no Anexo 2, e os graficos, valores de qui-quadrado e p-valores dessa
analise podem ser verificados no Anexo 3. Considerando que o p-valor para RBS em Marco foi
de 0.4837 e em Setembro foi de 0.5485, nota-se que ndo se observa diferencga significativa entre

a area afetada e a area de referéncia.
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Figura 11 — Média dos valores de Respiragcdo Basal do Solo (RBS) observados para as amostras

coletadas em margo de 2022 (A) e em setembro de 2022 (B) para os transectos de 1 a 6 e das
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amostras de referéncia, em verde. Em cada barra est4 indicado o erro padrao observado (trés
pontos em cada transecto). Transectos com um asterisco (*) diferiram estatisticamente pelo
teste Kruskal-Wallis a 5% de significancia. TRS = Transecto, REF = Referéncia, ME = Margem
Esquerda, MD = Margem Direita.

3.2. CARBONO DA BIOMASSA MICROBIANA (CBM)

Os resultados do CBM dos solos coletados na drea do Marco Zero no periodo de margo
e de setembro, assim como observado na respira¢do, ndo apresentaram diferencgas significativas

em relagdo as amostras de referéncia, exceto o TRS3 na coleta de margo de 2022 (Figura 12).

Entretanto, observamos que de modo geral os TRS 3 e 6 e at¢ mesmo a referéncia da
margem esquerda tiveram baixo valor de CBM. Isto pode ser reflexo mais uma vez das fortes
chuvas que ocorreram na area durante o verdo. Tais chuvas causaram o aporte de sedimento
aluvionar do rio Paraopebas principalmente nos pontos dos transectos 3 e 6, o que justifica a

diferenca observada no ponto TRS3 na coleta realizada em margo.

Novamente, em virtude da maioria dos transectos nao se mostrarem significativamente
diferente as amostras de referéncia, uma segunda analise de Kruskal-Wallis foi realizada, dessa
vez colocando apenas dois grupos: Afetado (composto por todos os pontos dos transectos) e
Nao afetado (composto por todos os pontos das areas de referéncia). Considerando que o p-
valor para CBM em Marg¢o foi de 0.505 e em Setembro foi de 0.6407, nota-se que nao se observa

diferenca significativa entre a area afetada e a area de referéncia.
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Figura 12 — Média dos valores de Carbono da Biomassa Microbiana (CBM) observados para
as amostras coletadas em margo de 2022 (A) e em setembro de 2022 (B) para os transectos de
1 a 6 e das amostras de referéncia, em verde. Em cada barra estd indicado o erro padrio
observado (trés pontos em cada transecto). Transectos com um asterisco (*) diferiram
estatisticamente pelo teste Kruskal-Wallis a 5% de significancia. TRS = Transecto, REF =
Referéncia, ME = Margem Esquerda, MD = Margem Direita.

Barbhuiya et al. (2004) estudaram solo em uma floresta tropical na India apos a estacio
chuvosa, e observaram o efeito da sazonalidade, registrando populagdes microbianas menores
na estagdo de chuva, devido a perdas de propagulos microbianos e material vegetal devido a
chuva intensa. Xiao et al. (2022) constataram que em amostras coletadas apos chuvas, a
diversidade microbiana foi menor, e com lixiviagdo de nutrientes como o nitrogénio. Sun et al.
(2020) concluiram que o aumento de chuvas inibiu vias de decomposi¢ao bacteriana no solo

em florestas tropicais, evidenciando o impacto da pluviosidade.

3.3. QUOCIENTE METABOLICO (qCO2)

De maneira geral, os valores de qCO> foram todos abaixo de 0.5 para as amostras

coletadas em marco e 0.35 para as amostras coletadas em setembro (Figura 13). Os valores
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observados nas amostras da area afetada ficaram na mesma faixa que os valores observados nas
amostras de referéncia. Os valores mais baixos observados de qCO> para as amostras de
setembro, quando comparadas a mar¢o, podem mostrar que a area em reabilitacdo esta com a

microbiota do solo estabilizada.

Observou-se valores um pouco mais elevados para os transectos a jusante (TRS3 e
TRS6), o que possivelmente pode ter sido reflexo mais uma vez das fortes chuvas que assolaram
a area no inicio de 2022 (G1, 2022). Isso ¢ corroborado pelos achados de Sugihara et al. (2010),
que concluiram que, apés evento de chuva intensa, houve perda de carbono no solo e

subsequente aumento no qCOo.

O quociente metabodlico pode ser utilizado como um indicador do estresse microbiano,
sendo que em geral, um valor baixo de qCO; indica um ambiente mais estdvel, uma vez que
ocorre 0 maior aproveitamento do material organico para converter em biomassa, enquanto
valores elevados sugerem ecossistemas sob a¢do de algum fator estressante; assim um aumento
em seus valores pode mostrar baixa eficiéncia na incorporacdo de carbono na biomassa

microbiana (ANDERSON e DOMSCH, 1993).

A maior parte dos transectos ndo apresentaram diferencas significativas quando
comparados com a referéncia (Kruskal-Wallis a 5%), com a exce¢do dos transectos TRS4 e
TRS6 na coleta realizada em margo. Isso pode ser devido a um efeito diferenciado a montante
(TRS4) e a jusante (TRS6) durante o evento de inundagdo observado em janeiro de 2022 (Gl ,
2022).

Como se observou esse resultado, foi feito uma outra analise de Kruskal-Wallis a 5%
de significancia, condensando os transectos em um grupo (4rea afetada) e as referéncias em
outro grupo (area ndo afetada). O p-valor obtido na analise foi de 0.4634 para marco e 0.2053

para setembro, nao apresentando diferenca significativa entre os grupos analisados.
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Figura 13 — Média dos valores de quociente metabolico (qCO>) observados para as amostras
coletadas em marco de 2022 (A) e em setembro de 2022 ((B) para os transectos de 1 a 6 e das
amostras de referéncia, em verde. Em cada barra esta indicado o erro padrdo observado (trés
pontos em cada transecto). Transectos com um asterisco (*) diferiram estatisticamente pelo
teste Kruskal-Wallis a 5% de significancia. TRS = Transecto, REF = Referéncia, ME = Margem
Esquerda, MD = Margem Direita.

3.4. ATIVIDADE ENZIMATICA DO SOLO

O solo mantém a sua qualidade fisico-quimica e bioldgica por meio de multiplos
processos, nos quais as enzimas microbianas sdo componentes importantes que contribuem para
as dinamicas das transformag¢des dos nutrientes do solo (MOREIRA ¢ SIQUEIRA, 2006).
Observou-se que, assim como os outros atributos avaliados acima, que os valores das atividades
das enzimas, exceto para arilsulfatase, sofreram uma redugdo nas amostras coletas em margo,
estacdo chuvosa, em relagdo as amostras coletadas em setembro, estacdo seca (Figura 14).

A atividade da enzima beta-glicosidase se mostrou baixa até mesmo nas areas de
referéncia, o que pode sugerir um prejuizo a ciclagem de compostos celuloliticos nestas areas
(Figura 14 A e B). Esta enzima age como catalisador na hidrélise da maltose e da celobiose,
sendo que essas reagdes tém produtos que sdo fontes de energia importantes para
microrganismos do solo (FERRAZ-ALMEIDA, NAVES e MOTA, 2015). Vasconcelos (2021)
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estudou uma darea afetada pelo rompimento da barragem em Mariana, e observou queda de
atividade enzimatica da beta-glicosidase em seu trabalho quando comparada com uma area de

referéncia.

Notou-se uma queda nos valores da atividade de fosfatase 4cida nas amostras de solo
coletadas em margo em relagdo as de setembro, inclusive para as amostras coletadas na area de
referéncia (Figura 14 C e D). Esta diferenga foi menos expressiva para os valores observados
na atividade de fosfatase alcalina, mas os valores da atividade observado para as amostras de
marco continuaram superiores as observadas em setembro (Figura 14 E e F). Entretanto, este
padrao observado para as fosfatases também foi verificado para as amostras coletadas na area
de referéncia, evidenciando que provavelmente o periodo de seca afeta a atividade enzimatica

(MINNEHAN, 2015; BANERAS, LLORENS, et al., 2022).

O pH do solo tende a aumentar em temperaturas quentes (ONWUKA e MANG, 2018),
o que deveria privilegiar a atividade da fosfatase alcalina. No entanto, observou-se que tanto
em marco quanto em setembro a atividade da fosfatase acida foi superior que a alcalina. Isso
também foi observado em outros estudos de amostras de solo, desde estudos realizados em casa
de vegetagdo com solo cultivado com milheto adubado (SOARES, ARAUIJO, et al., 2012), a
solo de area minerada em diferentes estagios de regeneracdo ambiental (DUARTE, RIBEIRO,
et al., 2015). Nahas et al. (1994) constataram que o namero de fungos que secretaram fosfatase
acida excedeu em 150 % os que secretaram fosfatase alcalina, identificando também que fungos
e bactérias possuem maior atividade de fosfatase acida que alcalina, o que condiz com o

observado no presente estudo.

Em relacdo a atividade da urease, enzima que catalisa a quebra da ureia em CO; e
amonia, observou-se que, apesar de existir alguns picos, os valores de urease foram baixos em
todas as amostras avaliadas, o que pode refletir na ciclagem de nitrogénio neste ambiente
(Figura 14 G e H) (DUARTE, TEIXEIRA, et al., 2014). De forma mais especifica, a urease
atua na degradagdo de ureia, transformando-a em amoénia e didoxido de carbono, um passo
crucial para a disponibilidade de nitrogénio para as plantas. Logo, se essa reagdo ndo ocorrer,
ou ocorrer em menor quantidade, o estoque de nitrogénio disponivel no solo serd menor,
prejudicando o crescimento vegetal (KOCAK, 2020). Notou-se que os valores foram baixos
(BARBOSA, POGGERE, et al., 2023) até na area de referéncia, o que pode apontar um
problema pré-existente na area estudada. Barbosa et al. (2023) constataram valores de 38 pg N-

NH4" g ! solo h™! para solos de mata atlantica, enquanto os valores ndo-normalizados de urease
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para as areas de referéncia do presente estudo ndo ultrapassaram 8 pg N-NH4" g ! solo h™!. Liu
et al. (2020), que estudaram uma area impactada por um rompimento de barragem na provincia

de Guangxi (China), também verificaram queda na atividade de urease na area afetada.

Assim como as demais enzimas, a atividade da arilsulfatase nas amostras da area
afetada coletadas em marco foram superiores aos valores das amostras coletas em setembro
(Figura 14 I e J). A arilsulfatase ¢ uma enzima extracelular secretada por bactérias que catalisam
a hidrélise de sulfatos organicos, transformando-os em S-SO4>". A arilsulfatase tem um papel
chave na mineralizacao do enxofre organico do solo, e assim pode refletir na ciclagem desse
nutriente no solo (CHEN, LIU, et al., 2019). Milosavljevic et al. (2020) avaliaram uma area
impactada por poluicdo oriunda de mineragao, e verificaram uma forte correlagao negativa entre
a atividade da arilsulfatase e a presenca de metais pesados, sendo essa enzima recomendada

pela equipe como indicador de polui¢do do solo para esses compostos.

Considerando que as areas afetadas ndo apresentaram diferenca significativa com a
area de referéncia (Kruskal-Wallis a 5% para RBS, CBM, e qCO», e Teste de Wilcoxon aplicado
a atividade enzimatica como pode ser observado na Tabela 3 e Tabela 4), foi realizado a analise
por Kruskal-Wallis a 5% de significancia considerando apenas dois grupos, “afetado”
(composto pelos pontos dos transectos) e “nao afetado” (composto pelos pontos da referéncia).
Os graficos gerados podem ser observados no Anexo 3. Os p-valores para fosfatase acida (p-
valor =0.2301 em margo, 0.3861 em setembro), fosfatase alcalina (p-valor = 0.6892 em marco,
0.4237 em setembro), beta-glicosidase (p-valor = 0.5485 em marco, 0.505 em setembro),
arilsulfatase (p-valor = 0.505 em margo, 0.1252 em setembro) e urease (p-valor = 0.8939 em
margo, 0.6646 em setembro) foram todos elevados, indicando que a diferenca entre as areas nao

foi significativa.
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Figura 14 — Média dos valores observados para atividade das enzimas Beta-glicosidase (A e B),
Fosfatase Acida (C e D), Fosfatase Alcalina (E e F), Urease (G e H) e Arilsulfatase (I e J)
observados para as amostras coletadas em marg¢o de 2022 e em setembro de 2022 para os

transectos de 1 a 6 e das amostras de referéncia, em verde. Em cada barra esta indicado o erro
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padrao observado (trés pontos em cada transecto). TRS = Transecto, REF = Referéncia, ME =

Margem Esquerda, MD = Margem Direita.

3.5. CORRELACAO ENTRE OS ATRIBUTOS MICROBIOLOGICOS

Na analise de correlacdo dos dados bioldgicos nos dois periodos de coleta foi possivel
notar que na coleta de marco (Figura 15A), estacdo chuvosa, houveram correlagdes mais
positivas e intensas (mais proximas de 1.0) que na coleta de setembro (Figura 15B). Tal
resultado foi coerente com a expectativa da atividade microbiana do solo ser menor durante o
inverno (esta¢do seca) (ZIFCAKOVA, VETROVSKY e HOWE, 2015). Observou-se também
que as enzimas tiveram correlagdes positivas entre si, algo que se manteve presente na estacao

seca (Figura 15).

A B
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CBM - CBM
qCo, qCo;
FosfAc_N FosfAc_N
FosfAlc_N FosfAlc_N
B.glic_N B.glic_N
Arilsulf_N Arilsulf_N

Urease_N

Urease_N

Figura 15 - Correlagdo entre os dados bioldgicos para a coleta de marco de 2022 (A) e setembro
de 2022 (B). O “N” presente no rotulo das enzimas denota que as mesmas foram normalizadas,
tiveram o valor da atividade enzimatica dividido pelo valor do CBM. RBS = Respiracao Basal
do Solo, CBM = Carbono da Biomassa Microbiana, qCO> = quociente metabodlico, FosfAc =
Fosfatase Acida, FosfAlc = Fosfatase Alcalina, B.glic = Beta-glicosidase, Arilsulf =

Arilsulfatase.

Nas amostras coletadas em marco, os fatores mais correlacionados positivamente foram
as enzimas beta-glicosidase, urease e fosfatase acida, evidenciando a importancia dos ciclos
biogeoquimicos do carbono junto com nitrogénio e fésforo nas amostras dos solos analisados.

Nitrogénio e fosforo sdo nutrientes essenciais para o desenvolvimento das plantas, que por sua
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vez contribuem ativamente para o ciclo do carbono por meio de deposi¢ao de folhas, logo ¢ de

se esperar uma correlagdo positiva entre esses ciclos (LUOA, XUEA, et al., 2020).

Ja nas amostras coletadas em setembro observou-se que os fatores mais correlacionados
foram a fosfatase acida e a urease, uma correlagdo positiva que denota que os ciclos de foésforo
e de nitrogénio foram notaveis neste periodo para as amostras coletadas. Novamente, o fosforo
¢ um nutriente fundamental no meio ambiente, juntamente com o nitrogénio sendo
frequentemente fatores limitantes ao crescimento (CUIA, ZHANG, et al., 2020). Logo, a
correlacdo positiva € esperada pela conexao entre os dois ciclos MOOSHAMMER, WANEK,
et al., 2012).

Dentre as correlagdes negativas observadas nas analises das amostras de marco e
setembro, destacam-se os atributos microbiologicos qCO2 e CBM. Esse ¢ um resultado
esperado, pois de forma geral um qCO> baixo denota um solo mais saudavel e estavel, em que
se espera ter um CBM mais elevado com uma respiracao microbiana mais baixa, representando
uma comunidade microbiana mais equilibrada e menos estressada (RATH e ROUSK, 2015;
MERINO, GODOY e MATUS, 2016; YUAN, LI-FEI, et al., 2011; GEISSELER ¢ SCOW,
2014). Yuan et al. (2011) estudaram a relacao entre restauragao por vegetacao e caracteristicas
microbianas do solo em regides degradadas da provincia de Guizhou (China), e observaram que
o CBM aumentou, enquanto o qCO> diminuiu nas areas com vegetacao, denotando areas mais

saudéaveis e em recuperagao.

3.6. IMPACTO DOS REJEITOS NA MICROBIOTA DO SOLO

Para averiguar se houveram diferengas significativas entre os valores observados para
os parametros microbiologicos avaliados nos periodos de margo e setembro, foi aplicado o teste
de Wilcoxon (CAMPOS, 1979; SIEGEL e CASTELLAN JR, 2006) para dados pareados.
Avaliou-se os pontos & montante do corrego, proximo a barragem rompida e a jusante do
corrego, comparando-os com a area de referéncia. Foram testadas duas hipoteses: i) A area
impactada apresenta maior valor de RBS e de qCO» que na area de referéncia, denotando um
solo em situacdo de estresse e ii) A area impactada apresenta valores de CBM e de atividade

enzimatica menores que na area de referéncia.

Os resultados das amostras coletadas no periodo de marco podem ser observados na
Tabela 3 e do periodo de setembro na Tabela 4. A hip6tese de nulidade para todos os testes foi
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de p =0 (onde p € o valor esperado da diferenca entre os dados pareados). Logo, um p < 0
denota a hipotese de que a area afetada teria valores menores que a area de referéncia (e.g.,
esperar que a atividade enzimatica seja menor na area afetada que na area de referéncia),
enquanto um W > 0 indica a expectativa de que a area afetada teria valores superiores que a area
de referéncia (e.g., ter um qCO; maior na area impactada). Isso foi acoplado com os p-valores,
quanto menor o p-valor (mais longe de 1,0) mais significativo o resultado que confirmaria o
esperado. Notou-se que de forma geral, os p-valores foram maiores que 0,05 para grande parte
das varidveis avaliadas, portanto ndo se pode afirmar que houve diferenca significativa ao se
comparar as amostras da area impactada com as amostras da area de referéncia coletadas em
margo e setembro. Tipicamente, p-valores com significancia igual ou menor que 5% (< 0,05)

ou 10% (< 0,1) sdo indicativos de uma diferenca estatisticamente relevante.

Entretanto, as enzimas beta-glicosidase, arilsulfatase e urease a montante apresentaram
p-valores proximos de 10 % (0,10) nas areas impactadas pelo rejeito de minério de ferro (Tabela
3 e Tabela 4), indicando uma diferenca significativa que pode revelar que a comunidade
microbiana pode estar com algumas atividades relacionadas ao ciclo de carbono, enxofre e
nitrogénio impactadas quando comparadas a amostras de referéncia. No entanto, a atividade
reduzida de enzimas em areas afetadas por rejeito de mineragao foi observada por Batista et al.
(2020), que analisaram areas afetadas pelo rejeito vindo do rompimento da barragem em
Mariana (MG). Batista et al. (2022), em um outro estudo publicado sobre areas afetadas por
rejeito de mineracdo, encontraram evidéncias de perturbacao no ciclo de carbono do solo em

funcdo da contaminagao por rejeitos, evidenciado reducdo em CBM e aumento de qCOs.

Com rara excecao, os p-valores das amostras a jusante se mostraram menores do que os
p-valores das amostras @ montante no primeiro periodo de coleta (Tabela 3). Isso indicou que a
diferenca foi mais expressiva nas amostras a jusante, o que foi coerente com o relato de
inundacdes do Rio Paraopeba, que em janeiro de 2022 teve seu nivel elevado em cerca de dois
metros em fungdo das fortes chuvas (G1 , 2022). Esse ocorrido levou ao arraste do topsoil
aplicado na area afetada e a deposi¢cdo de novos sedimentos, alterando a matriz do solo e
afetando a microbiota presente. Nao foi encontrado na literatura trabalhos que avaliassem o
recorte montante versus jusante de solo nas margens de um corrego reconstituido, nem trabalhos

que constatassem atividade enzimatica nessas areas.

Tabela 3 - Teste de Wilcoxon para os atributos avaliados nas amostras de solo coletadas na area

de Marco Zero (Brumadinho, MG) no periodo de margo de 2022.
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P-VALOR P-VALOR

VARIAVEL , MIPOTESE  (MONTANTE E (JUSANTE E
REFERENCIA) REFERENCIA)
Bﬁfﬁgf;;;‘;zse w<0 0.1094 0.1094
ﬁéﬂi‘;ﬁfﬁ; w<0 0.03125 0.1563
Urease
normalizada =y AL, U

F‘l’f(fl‘i‘;‘;‘:ﬁ Zﬁg;da w>0 0.9688 0.7812
F"fgﬁ;ﬁ:ﬂma w>0 0.5781 0.2813
RBS w0 0.8438 0.7812
CBM <0 0.8438 0.4219
qCO; w>0 0.9531 0.6562

Para os dados das amostras coletadas em setembro (Tabela 4), observou-se um
paradigma similar, altos p-valores, indicando que nao se pode afirmar que houve diferenca
significativa entre as amostras da area afetada e de referéncia. Entretanto, novamente observou-
se que a beta-glicosidase, arilsulfatase e urease a montante apresentaram p-valores
relativamente baixos, indicando diferenca significativa, que pode ter revelado que as atividades
relacionadas ao ciclo de carbono, enxofre e nitrogénio podem estar sendo alteradas na area
afetada quando comparadas a area de referéncia. Contudo, Silva et al. (2021), que discursaram
acerca dos efeitos fisico-quimicos e biologicos em solos afetados pelo rejeito de minério de
ferro ap6s rompimento da barragem do Funddo (Mariana — MG), constataram queda
significativa de atividade enzimatica entre as areas afetadas e a area de referéncia. Li et al.
(2022), similarmente, verificaram que a atividade enzimatica foi menor em areas de rejeito
contendo niquel e cobre, concluindo que as enzimas sdo possiveis bioindicadores para a area
de estudo. E ainda se pdde notar nas amostras coletadas em setembro o efeito do evento de
chuvas fortes e inundagdes ocorridos em janeiro de 2022 pelos valores de p-valores menores

para as amostras a jusante.

Tabela 4 - Teste de Wilcoxon para os atributos avaliados nas amostras de solo coletadas na area

de Marco Zero (Brumadinho, MG) no periodo de setembro de 2022.

: P-VALOR P-VALOR
VARIAVEL ALI%I];)ISILIIE’IS"FV A  (MONTANTEE (JUSANTE E
REFERENCIA) REFERENCIA)
BT i n<0 0.07813 0.07813
normalizada
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Arilsulfatase

) p<o0 0.01563 0.07813
normalizada
Jiierste n<0 0.01563 0.7187
normalizada
Fosfatasq Acida w0 1 0.3438
normalizada
Fosfatase Alcahna w0 0.5781 0.3438
normalizada
RBS n>0 0.6562 0.8906
CBM pn<o0 0.8906 0.5781
qCO» n>0 0.9531 0.5781

3.7. ANALISE MULTIVARIADA DOS ATRIBUTOS FiSICO-QUIMICOS E
MICROBIOLOGICOS

Graficos biplot da analise de componentes principais foi gerado sobrepondo os pontos de
amostragem e os vetores das varidveis fisico-quimicas e microbiologicas que mais contribuiram

para a explicacdo da variabilidade dos dados observados (Figura 16).

Para as amostras coletadas em marco, periodo chuvoso, as variaveis explicaram 60% da
variacdo dos dados. As variaveis microbioldgicas tiveram maior contribui¢do, com destaque
para beta-glicosidase, fosfatase acida, arilsulfatase, urease e qCO,. Nas variaveis fisico-
quimicas, temos o Ferro e a propor¢do de areia grossa se relacionando positivamente com a
maioria das amostras, incluindo os pontos de referéncias, indicando que para essas amostras,

estes atributos contribuiram para os resultados observados (Figura 16A).
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Figura 16 — Analise de componente principal dos dados fisico-quimicos e microbiologicos das
amostras coletadas na area afetada Marco Zero (T1 a T6) e referéncia (R) em marco de 2022.
A) grafico plotado com todos os atributos avaliados e B) grafico plotado evidenciando somente
os pontos amostrais, divididos em Jusante (Jus), Montante (Mon) e referéncia (Ref). D- margem

direita e E - margem esquerda. T = transecto, R = referéncia.

As amostras a montante e a jusante formaram dois grupos diferentes, entretanto nao se
diferiram das amostras de referéncias. A elipse azul, correspondente as amostras de referéncia
se sobrepds aos pontos a montante e a jusante, evidenciando que a microbiota presente na area
em reabilitagdo do Marco Zero estdo respondendo positivamente aos processos aplicados (

Figura 16B).

Para as amostras no segundo e quarto quadrante dessa amostragem, outros fatores que
ndo a atividade enzimatica tiveram maior impacto positivo nos resultados. Em destaque temos
as variaveis ferro, proporcao de areia grossa e teor de aluminio trocdvel influenciando os
resultados das amostras a montante, e propor¢ao de areia fina e teor de niquel influenciando os

resultados das amostras a jusante (Figura 16 A e B).

Para os dados coletados em setembro, no periodo seco, observou-se que os atributos
avaliados explicaram 61.6 % da variacdo dos dados (Figura 17). Notamos que foi quase a
mesma explicagcdo observada para as amostras coletadas na estagdo chuvosa (Figura 16). Foi
verificada uma concentracdo dos vetores representando atividade enzimatica no primeiro
quadrante, se relacionando positivamente com as amostras de referéncia da margem esquerda,
T3.3 e T6.1, semelhante ao observado na estagdo chuvosa. Observou-se que a maioria das
amostras da area afetada foram mais relacionadas com propor¢do de argila, umidade e CBM

(Figura 17 A).
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Figura 17 - Analise de componente principal dos dados fisico-quimicos e microbioldgicos das
amostras coletadas na area afetada Marco Zero (T1 a T6) e referéncia (R) em setembro de 2022.
A) grafico plotado com todos os atributos avaliados e B) grafico plotado evidenciando somente
os pontos amostrais, divididos em Jusante (Jus), Montante (Mon) e referéncia (Ref). D- margem

direita e E - margem esquerda. T = transecto, R = referéncia.

No segundo quadrante, observa-se que a propor¢ao de argila, teor de célcio trocéavel e
capacidade de retencdo de agua influenciaram os resultados de amostras da area impactada
(montante), enquanto o terceiro quadrante destaca o CBM como variavel relevante para
amostras das trés categorias (montante, jusante e referéncia) (Figura 17 A e B). O vetor de qCO>
esta na direcdo oposta do CBM, como esperado, uma vez que um CBM maior denota uma
comunidade microbiana maior e por isso mais propensa a estabilidade, o que implica em um

qCO2 menor (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Semelhante ao observado nas amostras de margo, as amostras coletadas em setembro
também apresentaram sobreposicdo em todas as areas, indicando que nao houve diferenca
expressiva nos dados analisados (Figura 17 B). O formato alongado da elipse vermelha (jusante)
indica variabilidade dos dados. Esse padrao foi observado nas amostras a jusante coletadas em

marco (Figura 16B).

3.8. ANALISE MULTIVARIADA APLICADA AOS DADOS MICROBIOLOGICOS

A andlise de componentes principais englobando os dados fisico-quimicos e

microbiologicos trouxe informagdes importantes sobre a darea de estudo. A fim de
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selecionarmos indicadores microbioldgicos a serem aplicados em monitoramento a longo prazo

foi aplicada a andlise multivariada limitada as variaveis microbioldgicas avaliadas (Figura 18).

Para as amostras coletadas em margo, periodo chuvoso, observou-se que os fatores
avaliados explicaram 80.4% da variacdo dos dados e que a maioria das amostras da area
impactada foram correlacionadas com o CBM (Figura 18A). Isso ¢ condizente com o avaliado
por Santiago et al. (2022), que estudaram uma area impactada por minera¢do em processo de
revegetacao, tendo CBM como uma das variaveis de interesse, observando que a capacidade
metabolica das comunidades microbianas do solo retornou rapidamente, indicando melhoria

répida na condi¢ado do solo.

Ao analisar estes dados pelo agrupamento das amostras a montante e a jusante para
verificarmos o efeito da distdncia da barragem rompida na area afetada, observou-se pelas
elipses formadas, que as amostras a montante ¢ a jusante ficaram contidas na elipse formada
pelas amostras de referéncias (Figura 18B). Tal resultado foi observado para a andlise que
avaliou os fatores fisico-quimicos e microbiologicos juntos (Figura 16 A e B), podendo concluir
que as amostras da area afetada e referéncia também ndo apresentaram diferenga expressiva

quando somente os atributos microbioldgicos foram avaliados.
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Figura 18 - Analise de componente principal dos dados microbiologicos das amostras coletadas
na area afetada Marco Zero (T1 a T6) e referéncia (R) em margo de 2022. A) gréfico plotado
com todos os atributos avaliados e B) grafico plotado evidenciando somente os pontos
amostrais, divididos em Jusante (Jus), Montante (Mon) e referéncia (Ref). D- margem direita e

E - margem esquerda. T = transecto, R = referéncia.
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Para os dados microbiologicos das amostras de setembro foi verificado agrupamento
similar ao das amostras de margo (Figura 18), com a maioria das amostras relacionadas ao CBM
(Figura 19A). Isso condiz com os achados de Wang et al. (2023), que avaliaram a resposta da
atividade microbiana do solo em area de mineragao, verificando que o CBM se mostrou sensivel
a contamina¢do por metaloides. As amostras a montante e a jusante da barragem nao

apresentaram diferenga expressiva em relacdo as amostras referéncia (Figura 19B).

Os resultados destas analises mostraram que o atributo mais relacionado a maioria das
amostras coletadas em marco e setembro foi 0o CBM e que as amostras da area afetada, quanto
aos atributos microbiologicos, ndo se diferiram das amostras de referéncia. Tal resultado
evidencia que a area afetada estd respondendo positivamente ao longo do tempo as intervengdes

realizadas na éarea para reabilitagdo.
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Figura 19 - Anélise de componente principal dos dados microbiologicos das amostras coletadas
na area afetada Marco Zero (T1 a T6) e referéncia (R) em setembro de 2022. A) gréfico plotado
com todos os atributos avaliados e B) grafico plotado so com os pontos amostrais em evidéncia,
divididos em Jusante (Jus), Montante (Mon) e referéncia (Ref). D- margem direita e E - margem

esquerda. T = transecto, R = referéncia.

4. CONCLUSOES

e A drea de estudo foi impactada pelo rompimento da barragem, mas demonstra estar
progredindo em sua reabilitagdo no periodo avaliado.

e A sazonalidade se mostrou um fator importante na oscila¢do da atividade microbiana.
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e Os pontos a montante se mostraram no geral menos impactados que os pontos a jusante.

e Dos indicadores microbiologicos avaliados, a RBS, CBM, e arilsulfatase se mostraram
mais sensiveis as alteracdes sofridas, podendo ser escolhas adequadas para
monitoramento a longo prazo da area.

e Indicadores fisico-quimicos apresentaram boa performance na PCA, indicando a
necessidade de inclui-los no monitoramento.

e O monitoramento da area deve continuar, e estudos futuros se beneficiariam de um

periodo de tempo mais compreensivo € um nimero maior de amostras.
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OBJETIVO
Avaliar o progresso de recuperacao de areas afetadas pelos rejeitos
de mineracao em Brumadinho, através de comparacoes com areas de

referéncia. Em especial, tentar responder as questoes apresentadas na
reuniao do dia 02/03/2023.

QUESTIONAMENTOS
1. Impacto das acoes de geoengenharia na microbiota do solo
2. Impacto dos rejeitos na microbiota do solo:
« Montante vs Referéncia
« Jusante vs Referéncia
3. Inter-relacoes entre os dados fisico-quimicos e bioldgicos

RESULTADOS OBTIDOS

Dados de marco

Analises exploratoérias uni e bivariadas

Foi realizada uma analise exploratéria dos dados, como uma
analise descritiva e analise de correlacao entre as variaveis, com o
intuito de resumir, sumarizar e entender o comportamento dos dados.
Somente assim, podemos partir para as analises. De inicio, apresentamos
uma forma de demonstrar a correlacao entre os dados biologicos.
Salientamos que existem outros graficos possiveis para esse caso, como
apenas o heatmap sem os valores das correlacoes. Caso exista a
necessidade por parte da cliente, podemos modificar a forma de
apresentacao.

Andlise descritiva

Realizamos uma analise descritiva dos dados contendo a média,
maximo, minimo, desvio padrao, variancia, coeficiente de variacao,
curtose e assimetria.

desvio- curtos assimetri
Variavel média minimo maximo padrdao variancia cv e a
Fosfatase.Ac 457,271 98,3173 1081,15  275,8613 76099,45 60,3277 -0,51 0,77
Fosfatase.Alc 173,753 60,7434  412,8847 94,6308 8954,99 54,4628 0,36 1,05
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Beta.glic 93,4409 24,1095 197,9285 56,8949  3237,03 60,8886 -1 0,6

Arilsulfatase 31,7242 0 87,4752 24,264 588,74 76,484 -0,11 0,85
Urease 3,3393  0,6851 7,8903 1,9639 3,86 58,8105 -0,27 0,75
RBM 15,5589  5,3472 27,1181  5,8757 3452 37,7642 -0,98 0,38
CBM 166,6602 28,284  426,4232 99,4662  9893,52 59,682  -0,1 0,76
Qco2 0,1387  0,0263  0,4707 0,119 0,01 86,2844 1,12 1,53
Areia.G 0,1368 0,006 0,342 0,0935 0,01 68,3816 -0,28 0,87
Areia..F 0,226 0,047 0,61 0,143 0,02 63,2651 0,46 1,11

Silte 0,3192 0,145 0,506 0,1045 0,01 32,7473 -0,9% 0,35
Argila 0,3181 0,109 0,648 0,1506 0,02 47,3552 -0,7 0,54
Ds 1,8126  0,9778 2,754 0,4418 0,2 24,3764 -0,42 0,36
Dp 2,8849  1,6993  4,1783  0,4727 0,22 16,3841 2 0,62
Pt 0,3626  -0,0356  0,6629  0,1571 0,02 43,3314 0,06  -0,29
ContH20_10kPa | 0,2841 0,062 0,419 0,0915 0,01 32,1988 -0,37  -0,33
ContH20_1500kP

a 0,1187  0,0125  0,1927 0,046 0 38,7283 -0,72  -0,38
pH_H20 6,3404 5,3 7,28 0,5362 0,29 8,457 -0,63  -0,39

178,172

P 31,1333 1,2 213,4 55,4712 3077,05 9 3,12 2,02
K 70,5 34 136 24,8071 615,39 35,1873 0,08 0,6

Ca2. 3,2696 1,08 7,41 1,5733 2,48 48,1188 0,71 1,05
Mg2. 1,0346 0,31 1,93 0,4268 0,18 41,2502 -0,31 0,64
H.Al 1,9292 0 5 1,3672 1,87 70,8676 -0,89 0,57
SB 4,4842 1,54 8,86 1,8929 3,58 42,2134 -0,26 0,68
t 4,49 1,64 8,86 1,8844 3,55 41,9684 -0,25 0,7

T2 6,4092 2,44 12,6 2,4312 591 37,9328 -0,03 0,66
v 70,975 31,2 102,6 16,905 285,78 23,8182 -0,23  -0,34
MO 1,8896 0,52 5,24 1,2356 1,53 65,3923 1,06 1,35
P_rem 23,525 12,2 42,3 8,2224 67,61 34,9518 -0,46 0,72
Cu 3,5179 0,17 10,22 2,123 451 60,3486 1,91 1,13
Mn 229,4583 76,4 502,5 99,0995  9820,7 43,1884 0,38 0,64
Fe 212,9083 6,9 6555  200,6037 40241,84 94,2207 -0,23 1,03

118,315
Zn 9,46 1,05 41,88 11,1927 125,28 8 1,89 1,78
cd 1,6894 02663  3,3914  0,8737 0,76 51,7143 -0,99 0,02
Co 11,0918  2,7945 32,9614  6,6043 43,62 59,5422 2,66 1,44
cr 47,3435  8,8927 84,8152 24,2053 5859 51,127 -1,31  -0,22
Pb 19,145  8,1727 38,5954  6,6409 441 34,6874 0,99 0,73
Ni 17,0995 57763 29,6729  6,6871 44,72 39,1068 -1,13  -0,18
S 114,1683 0 286,4357 66,6411  4441,04 58,371 0,2 0,63
P.1 342,2835 92,0651 1329,8905 296,0458  87643,1 86,4914 2,94 1,78
1902291,9

Mg 1397,3196 286,2711 6596,5113 1379,236 2 98,7058 6,14 2,44
B 38,62 12,6509 60,7005 13,5197 182,78 35,0069 -1,08  -0,35
Zn.1 33,502 6,6835 73,6311 17,2566 297,79 51,5093 -0,6 0,47
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113107,69 68775,203 138852,01 20887,979 43630769
Fe.1 8 8 5 7 6 18,4673 -0,73 -0,69
11589,610 59675,437 15035,125 22605501
Al 32294,297 2 6 9 0 46,5566 -1,32 0,34
2407070,1
Mn.1 2627,4522 788,5061 5603,6027 1551,4736 8 59,0486 -1,16 0,54
Fosfatase.Ac_nor
m 3,98 0,5288 13,406 3,6923 13,63 92,7718 0,65 1,39
Fosfatase.alc_nor
m 1,4122 0,3267 4,4616 1,0984 1,21 77,7741 0,81 1,36
Beta.glic_norm 0,7639 0,1297 2,5339 0,6682 0,45 87,4706 0,53 1,35
Arilsulfatase_nor 139,337
m 0,3028 0 1,6172 0,4219 0,18 7 3,37 2,11
Urease_norm 0,0295 0,0031 0,1082 0,0289 0 98,1257 0,96 1,52

Grdfico de correlac@o entre dados bioldgicos

Correlagdo entre os dados biolégicos
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Correlagao entre os dados bioldgicos

Urease_N
Arilsulf_N
B.glic_ N
FosfAlc_N
FosfAc_N
Qco2
CBM

Podemos destacar as que os dados mais fortemente
correlacionados sao Beta Glicosidase e Urease (positivamente
correlacionados) e QCO2 e CBM (negativamente correlacionados).

Avaliacao do impacto das acdes de geoengenharia na microbiota do
solo

Para entender como esta o comportamento da microbiota do solo,
apos as obras de geoengenharia, foi realizada uma analise de regressao
com montante, jusante e o ponto de referéncia. A analise foi feita
comparando o comportamento da microbiota nas diferentes
localizacbes, para montante, jusante e ponto de referéncia. As
localizacoes dos pontos em relacao a margem do rio, foram 1, 2 e 3, que
representam os pontos mais proximos da margem, intermediario e mais
distante da margem.

Em seguida, apresentamos a analise de regressao para as variaveis
de interesse.
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Analise de Regressdo
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Avaliacdo do impacto dos rejeitos na microbiota do solo

% Testes de hipoteses Wilcoxon para dados pareados

O teste utilizado para esta analise, foi o teste de Wilcoxon
(Campos, 1979; Siegel e Castellan Jr., 2006) para dados pareados e que
apresentam as seguintes hipoteses alternativas de acordo com as
variaveis de interesse.

Hipoteses alternativas:

1. Respiracao Basal do Solo (RBS): maior

2. Carbono da Biomassa Microbiana (CBM): menor

3. Quociente metabdlico (qC0O2): maior

4. Enzimas: menor

Obs: A analise foi feita comparando montante com referéncia e
jusante com referéncia.

Hipotese de nulidade para todos os testes a seguir:
p = 0 (onde p é o valor esperado da diferenca entre os dados pareados)

Variavel Hipotese p- valor p- valor
alternativa (Montante e (Jusante e
referéncia) referéncia)
Betaglic. up < 0 0.1094 0.1094
normalizada
Arilsulfatase up < 0 0.03125 0.1563
normalizada
Urease up < 0 0.1094 0.5
normalizada
Fosfatase Acida up > 0 0.9688 0.7812
normalizada
Fosfatase up > 0 0.5781 0.2813
Alcalina
normalizada
RBM up > 0 0.8438 0.7812
CBM up < 0 0.8438 0.4219

15
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QC02 up > 0 0.9531 0.6562

Avaliacao das inter-relacées dos dados fisico-quimicos e biolégicos

Para avaliar as inter-relacées dos dados fisicos - quimicos e
biologicos, utilizamos a analise de componentes principais (PCA), que
tem como objetivo: explicar a estrutura de variancia/covariancia por
meio de combinacodes lineares das variaveis originais. De inicio, fizemos
uma analise exploratoria com todos os dados e a partir dai fomos
retirando as variaveis, até atingir 70%.

% Analise exploratoria multivariada de componentes principais (PCA)

Apresentamos em seguida, os graficos de PCA resultantes do

conjunto de dados completo e reduzido (apenas dados bioldgicos),
respectivamente.

Dados completos

De inicio, fizemos uma analise exploratdria com todos os dados e a
partir dai fomos retirando as variaveis, até atingir em torno de 60% da
variacao explicada pelos dois primeiros componentes principais. A
remocao de cada variavel foi realizada considerando aquela de maior
peso no autovetor associado ao menor autovalor.

Scree-plot considerando todas as variaveis
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Scree plot

[y ]
L]
1

40-

Percentage of explained variances

Cimensions

PCA, versao finalizada, apos a retirada das variaveis T2, Mn.1, Co, S, Dp,
Cu, Cd, P_rem, Zn, Cont_H20_1500kPa, Zn.1, Mg, SB, Cr, Argila, Ds, Mn,
MO, Pt, Cont_H20_10kPa, pH_H20, P, K, Ca2, V, Mg2, Pb, Silte, H_AL, t
eP.1.:

Scree plot

50-

39.3%

40-

Fercentage of explained variances

31% 2 29% 21% 149 0.49

1 2 3 4 5 f 7 g g 10
Dimensions

17



LAPEA

Laboratério de Andlises e Pesquisas
em Estafistica Aplicada

PCA - Biplot
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Variables - PCA
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Dados biologicos
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PCA - Biplot
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PCA - Biplot
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PCA - Biplot
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Variables - PCA
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Dados de setembro

Analises exploratérias uni e bivariadas

Foi realizada uma analise exploratoria dos dados, como uma
analise descritiva e analise de correlacao entre as variaveis, com o
intuito de resumir, sumarizar e entender o comportamento dos dados.
Somente assim, podemos partir para as analises. De inicio, temos duas
formas diferentes de apresentar a analise de correlacao entre os dados
biologicos.

Andlise descritiva

Realizamos uma analise descritiva dos dados contendo a média,
maximo, minimo, desvio padrao, variancia, coeficiente de variacao,
curtose e assimetria.

Variavel média minimo maximo :)Iiz\;?o variancia cv curtose assimetria
Fosfatase.Ac 81,1292 13,5616 169,549 44,5589 1985,5 54,9234 -0,91 0,54
Fosfatase.Alc 132,2339 28,8557 313,7045 67,0306 4493,11 50,691 0,41 0,92
Beta.glic 98,3311 13,7843 307,363 63,2002 3994,26 64,2729 2,53 1,42
Arilsulfatase 29,7518 3,4683 105,5604 24,8692 618,48 83,5888 1,94 1,55
Urease 2,8966 0,8229 6,9654 1,7652 3,12 60,9409 -0,4 0,91
RBM 12,1382 6,6363 23,5135 3,8454 14,79 31,6804 1,03 0,81
CBM 194,9924 44,9837 386,8721 117,148 13723,66 60,0783  -1,25 0,39
Qco2 0,0924 0,023  0,3006 0,0701 0 75,8513 2,06 1,59
Areia.G 0,1767 0,033 0,471 0,0962 0,01 54,4521 2,15 1,38
Areia..F 0,1981 0,021 0,61 0,128 0,02 64,6381 2,19 1,29
Silte 0,237 0,093 0,555 0,0995 0,01 41,9896 1,97 1,1
Argila 0,3882 0,039 0,754 0,1844 0,03 47,4977  -0,74 -0,08
Dp 2,9808 2,44 5,13 0,6332 0,4 21,2439 3,61 1,99
ContH20_10kPa 0,2838 0,101 0,536 0,0969 0,01 34,1309 0,65 0,46
ContH20_1500kPa | 0,1258 0,038 0,212 0,0444 0 35,311 -0,39 -0,38
pH_H20 6,3512 5,34 7,78 0,5843 0,34 9,1994  -0,26 0,37
P 26,7625 0 336,5 74,5576 5558,84 278,5899 10,04 3,28
K 56,5833 29 93 17,6559 311,73 31,2034  -0,96 0,28
Ca2. 2,4067 0,61 4,51 1,066 1,14 44,2934  -0,86 0,2
Mg2. 0,8208 0,22 1,57 0,421 0,18 51,2871  -1,29 0,3
H.Al 2,4917 0 6,2 1,7024 2,9 68,324  -0,93 0,33
SB 3,3725 0,97 6,27 1,4113 1,99 41,8473  -0,87 0,12
t 3,3838 1,03 6,27 1,3937 1,94 41,1882  -0,87 0,16
T2 5,8642 3,23 10,54 2,143 4,59 36,5432 -0,91 0,71
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\' 59,6625 21,4 100 22,4358 503,37 37,6046  -0,87 0,11
MO 1,7817 0,19 5,1 1,3095 1,71 73,4984  -0,35 0,7
P_rem 18,5083 9,1 42,8 8,6125 74,17 46,533 0,74 1,21
Cu 2,4246 0,48 5,25 1,2229 1,5 50,4361 -0,84 0,36
Mn 179,8958 58,6 420,7 87,9279 7731,32 48,8771 0,41 0,98
Fe 197,1875 24,2 724,4 165,0287  27234,47 83,6913 2,41 1,71
Zn 6,5892 1,01 49,62 10,9457 119,81 166,1165 7,88 2,91
Fosfatase.Ac_norm | 0,5916 0,0736 2,5692 0,522 0,27 88,238 5,84 2,21
Fosfatase.alc_norm | 0,9176 0,2552 2,7287 0,664 0,44 72,3696 0,67 1,27
Beta.glic_norm 0,729  0,0748 3,1998 0,7166 0,51 98,2975 3,61 1,97
Arilsulfatase_norm | 0,2035 0,0207 0,6631 0,1848 0,03 90,8107 0,39 1,24
Urease_norm 0,0193 0,004 0,0684 0,0142 0 73,5301 3,49 1,77
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Grdfico de correlacao entre dados biologicos
Correlagdo entre os dados biolégicos
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Podemos destacar as que os dados mais fortemente
correlacionados sao Beta Glicosidase e Fosfatase Alcalina (positivamente
correlacionados) e Beta Glicosidase e CBM (negativamente
correlacionados).
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Avaliacdo do impacto das acdes de geoengenharia na microbiota do
solo

Para entender como esta o comportamento da microbiota do solo,
apos as obras de geoengenharia, foi realizada uma analise de regressao
com montante, jusante e o ponto de referéncia. A analise foi feita
comparando o comportamento da microbiota nas diferentes
localizacées, para montante, jusante e ponto de referéncia. As
localizacoes dos pontos em relacao a margem do rio, foram 1, 2 e 3, que
representam os pontos mais proximos da margem, intermediario e mais
distante da margem, respectivamente.

A seguir, apresentamos a analise de regressao para as variaveis de
interesse. Foram apresentadas duas formas graficas de mostrar os
mesmos resultados.

Andlise de Regressado
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Distancia da Margem
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Fosfatase.Ac_norm
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Distancia da Margem

Para todas as variaveis a seguir existe a mesma possibilidade de
apresentacao dos resultados (qualquer um dos dois graficos anteriores).
Como uma forma de condensar o relatério optamos por seguir com
apenas um grafico por variavel, mas caso a cliente ache necessario
podemos repassar o restante.
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Fosfatase.alc_norm
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Beta.glic_norm
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Urease_norm

Urease_norm
Jus Mon Ref
0.064012346
Localizacao
0.054012346 -

Jus
= -
¥ 0.044012346 jan
E Ref
[
© 0.034012346 1
—

S Margem
0.024012346
® D
0.014012346 ’:,‘ A E
™
0.004012346 ) 4
1 2 3 1 2 3 1 2 3

Distancia da Margem

Urease
Localizagao
Jus
-8 == Mon
O
s ~ Ref
|
(0]
(8}
5
3 Margem
e D
A E
A
@
/
@
0.004012346 - A
1 2 3

Distancia da Margem

35



LAPEA

Laboratério de Andlises e Pesquisas
em Estafistica Aplicada

RBM
REM
Jus Man Fef
21 636285 _ }
Localizagdo
18.636285 - Jus
=% == Mon
ol
5 15536285 . Ref
S
g L]
O 12636285 - L Margem
® D
9.636285 A E
F
6.636285 &
1 2 3 1 2 3 1 2 3
Distancia da Margem
RBM
22.636285 A
18.636285 1 Localizacdo
Jus
.8 == Mon
O ®
g \. ~ Ref
qc) \ A
8 14.636285 -
S [9) \
S Margem
) e D
A E
10.636285 1 1
A
6.636285 A
1 2 3

Distancia da Margem

36



LAPEA

Laboratério de Andlises e Pesquisas
em Estafistica Aplicada

CBM
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Avaliacao do impacto dos rejeitos na microbiota do solo

% Testes de Wilcoxon para dados pareados

O teste utilizado para esta analise, foi o teste de Wilcoxon
(Campos, 1979; Siegel e Castellan Jr., 2006) para dados pareados e que
apresenta as seguintes hipoteses alternativas de acordo com as variaveis
de interesse.

Hipoteses alternativas:

1. Respiracao Basal do Solo (RBS): maior

2. Carbono da Biomassa Microbiana (CBM): menor

3. Quociente metabdlico (qCO2): maior

4. Enzimas: menor

Obs: A analise foi feita comparando montante com referéncia e
jusante com referéncia.

Hipotese de nulidade para todos os testes a seguir:
K = 0 (onde p é o valor esperado da diferenca entre os dados pareados)

Variavel Hipotese p- valor p- valor
alternativa (Montante e (Jusante e
referéncia) referéncia)
Betaglic. up < 0 0.07813 0.07813
normalizada
Arilsulfatase up < 0 0.01563 0.07813
normalizada
Urease up < 0 0.01563 0.7187
normalizada
Fosfatase Acida up > 0 1 0.3438
normalizada
Fosfatase up > 0 0.5781 0.3438
Alcalina
normalizada
RBM up > 0 0.6562 0.8906
CBM up < 0 0.8906 0.5781
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Variavel Hipotese p- valor p- valor
alternativa (Montante e (Jusante e
referéncia) referéncia)
Betaglic. up < 0 0.07813 0.07813
normalizada
Arilsulfatase up < 0 0.01563 0.07813
normalizada
QCO2 up > 0 0.9531 0.5781

Avaliacao das inter-relacées dos dados fisico-quimicos e biologicos

Para avaliar as inter-relacoes dos dados fisicos - quimicos e
biologicos, utilizamos a analise de componentes principais (PCA), que
tem como objetivo: explicar a estrutura de variancia/covariancia por
meio de combinacoes lineares das variaveis originais.

% Analise exploratoria multivariada de componentes principais (PCA)

Apresentamos em seguida, os graficos de PCA resultantes do

conjunto de dados completo e reduzido (apenas dados biologicos),
respectivamente.

Novamente, o primeiro conjunto de graficos engloba todas as
diferentes formas que a equipe escolheu para representar os resultados.
Para os casos seguintes, apenas dois desses serao selecionados como
forma de condensar o relatorio.

Dados completos

De inicio, fizemos uma analise exploratoria com todos os dados e a
partir dai fomos retirando as variaveis, até atingir em torno de 60% da
variacao explicada pelos dois primeiros componentes principais. A
remocao de cada variavel foi realizada considerando aquela de maior
peso no autovetor associado ao menor autovalor.

Scree-plot considerando todas as variaveis
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Scree plot
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PCA - Biplot
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PCA - Biplot
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Dados biologicos
Scree plot
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PCA - Biplot
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CONSIDERACOES FINAIS

Ao longo das analises o maior desafio foi o tamanho relativo ao
pequeno conjunto de dados, o que prejudica o estabelecimento de
inferéncias. Um outro problema esta atrelado ao inadequado
planejamento experimental, que nao permitiu remover eventuais
fatores que podiam influenciar os resultados. Ainda assim foi possivel
obter alguns insights que permitirao nortear planejamentos futuros,
para que os resultados possam ser mais conclusivos.
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REF_PT1_ME
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TRS2_PT2
TRS3_PT2
TRS4_PT2
TRS5_PT2
TRS6_PT2
REF_PT2_MD
REF_PT2_ME
TRS1_PT3
TRS2_PT3
TRS3_PT3
TRS4_PT3
TRS5_PT3
TRS6_PT3
REF_PT3_MD
REF_PT3_ME

1.057976264
3.930595202
2.305265671
1.414325062
11.06592234
3.165285451
12.2408763
3.368139155
3.571378146
2.535392285
3.362833026
2.813153775
3.324768001
1.789653244
1.920581655
13.40599366
1.209589858
6.32387211
0.528809346
0.969130624
0.684025188
8.86965573
1.76338139
3.900242356

0.541557018
0.714872685
3.424634503
1.151271545
3.556103801
1.400730994
2.232364766
0.703095183
1.570979532
0.928235239
1.281725146
1.367642544
1.047212266
1.314480287
0.463888889
2.770206093
0.724501792
4.461603943
0.326714456
0.776702509
0.485055755
1.387485066
0.717124652
0.545663082

0.235196943
0.594499559
0.365588869
0.410062193
1.793077601
0.414621914
1.462301587
0.6385524
0.692636684
0.448163794
0.390335097
0.493690476
0.80073452
0.537730405
0.393518519
2.533860896
0.561198966
2.166838932
0.129675567
0.188939133
0.169121447
1.812015504
0.36692985
0.734754522

0.008638068
0.165509259
0.15664557
0.063411429

0
0.262042897
1.445587201
0.289168332
0.179149086
0.090269271

0.21350211
0.133632208
0.174617165
0.201980057

0.16485933
1.617240919
0.086080484
0.879794338
0.046969373
0.034228098
0.033809156
0.447136159
0.167729107
0.404214744

0.009783725
0.016653149
0.012390736
0.019110428
0.108171127
0.028715531
0.030778589
0.026083152
0.02595296
0.01423096
0.014363341
0.025604217
0.021248813
0.02991453
0.008294483
0.080876068
0.009863248
0.08974359
0.008461538
0.00730057
0.003062678
0.079273504
0.013247863
0.024017094

0.193106261
0.177957819
0.669638035
0.105857086
0.796057099
1.23030065
0.687750083
0.23522101
0.412166556
0.969884259
0.452480159
0.53343998
0.359380836
0.323806258
0.925048225
0.908333333
0.169627171
0.37595564
2.569152337
0.073558408
0.474827964
0.438698384
0.815699956
0.301298904

0.564102564
0.255200914
0.705373041
0.348773091
2.297542735
2.067396724
1.160890759
0.32627018
0.711738782
1.249252137
0.500356125
1.242788462
1.484744218
0.383975678
0.641470798
0.850694444
0.78573581
0.554479438
2.728699252
0.484898059
0.661127646
0.432274247
1.294497863
0.289170365

0.280125878
0.203454067
0.455337691
0.188693279
1.698329702
0.719952796
0.803206699
0.196623094
0.748161765
0.674818446
0.215686275
0.649904684
0.669261822
0.328928965
0.760893246
0.543936093
0.396346573
0.367725995
2.000090777
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0.406993723
0.37842782
3.199825708
1.535059494

0.057167313
0.071725614
0.131682009
0.050354776
0.238297804
0.233607881
0.485424742
0.158968562
0.086092943
0.267005814
0.060513566
0.137633236
0.134281426
0.074941382
0.66307332
0.639534884
0.021181177
0.120414841
0.40503876
0.020729369
0.149922711
0.093323433
0.403262274
0.180894082

0.004012346
0.005883488
0.018055556
0.005286738
0.038240741
0.026736111
0.017708333
0.010157127
0.015335648
0.026458333
0.0128367
0.014305556
0.015686275
0.017558299
0.026736111
0.040572391
0.010933048
0.013345411
0.068402778
0.006886574
0.016898148
0.018055556
0.026111111
0.007291667
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ANEXO 3 — APLICACAO KRUSKAL-WALLIS EM DOIS GRUPOS



Aplicagdo do teste Kruskal-Wallis separando as amostras entre area

“Afetada” e “Nao Afetada”

Script utilizado
R
#

#  Null Hypothesis: The mean ranks of the groups are the same

# Alternate Hypothesis: The mean ranks of the groups are not the same

#

# Alpha=0.05

#
R
#

soilData <- read.csv(file = "RBS.csv", header = TRUE, sep =",")

print(soilData)

#

# Check for Normality

shapiro.test(soilData$Afetado)

shapiro.test(soilData$Nafetado)

#

# Visualise
boxplot(soilData)
#

# run K-W test
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#
kwTest <- kruskal.test(soilData)

kwTest

Resultados para Mar¢o/22

RBS

156 20 25

10

5
\

| |
Afetado Nafetado

Kruskal-Wallis rank sum test

data: soilData

Kruskal-Wallis chi-squared = 0.49043, df = 1, p-value = 0.4837

Conclusao: Nao significativo

CBM

300
|

100
|

\ |
Afetado Nafetado

Kruskal-Wallis rank sum test
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data: soilData

Kruskal-Wallis chi-squared = 0.44444, df = 1, p-value = 0.505

Conclusdo: Nao significativo

qCO:
- o
8]
o
2
| o
= _ | |
o | . |
| |
Afetado Nafetado

Kruskal-Wallis rank sum test

data: soilData
Kruskal-Wallis chi-squared = 0.53778, df = 1, p-value = 0.4634

Conclusdo: Nao significativo

Fosfatase Acida

12
|
Coo

2 46 8
|

| |
Afetado Nafetado
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Kruskal-Wallis rank sum test

data: soilData
Kruskal-Wallis chi-squared = 1.44, df = 1, p-value = 0.2301

Conclusdo: Nao significativo

Fosfatase Alcalina

| |
Afetado Nafetado

Kruskal-Wallis rank sum test

data: soilData
Kruskal-Wallis chi-squared = 0.16, df = 1, p-value = 0.6892

Conclusdo: Nao significativo

Beta-glicosidase

] o
(o]
N ]
] )
U]
T o]
le]
C). - L |
\ |
Afetado Nafetado
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Kruskal-Wallis rank sum test

data: soilData
Kruskal-Wallis chi-squared = 0.36, df = 1, p-value = 0.5485

Conclusdo: Nao significativo

Arilsulfatase

1
e}

0.5

0.0

[ \
Afetado Nafetado

Kruskal-Wallis rank sum test

data: soilData
Kruskal-Wallis chi-squared = 0.44444, df = 1, p-value = 0.505

Conclusdo: Nao significativo

Urease
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Afetado Nafetado

Kruskal-Wallis rank sum test

data: soilData
Kruskal-Wallis chi-squared = 0.017778, df = 1, p-value = 0.8939

Conclusdo: Nao significativo

Resultados Setembro/22

RBS
[
o _|
(4]
0
2.
| \
Afetado Nafetado

Kruskal-Wallis rank sum test

data: soilData
Kruskal-Wallis chi-squared = 0.36, df = 1, p-value = 0.5485

Conclusdo: Nao significativo
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CBM

150 250 350
|

50
|

| |
Afetado Nafetado

Kruskal-Wallis rank sum test

data: soilData
Kruskal-Wallis chi-squared = 0.21778, df = 1, p-value = 0.6407

Conclusdo: Nao significativo

=
a
&

0.05 0.15 0.25

\ |
Afetado Nafetado

Kruskal-Wallis rank sum test

data: soilData
Kruskal-Wallis chi-squared = 1.6044, df = 1, p-value = 0.2053

Conclusdo: Nao significativo
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Fosfatase acida

1.0

0.0

\ |
Afetado Nafetado

Kruskal-Wallis rank sum test

data: soilData
Kruskal-Wallis chi-squared = 0.75111, df = 1, p-value = 0.3861

Conclusdo: Nao significativo

Fosfatase Alcalina

1.5

| |
Afetado Nafetado

Kruskal-Wallis rank sum test

data: soilData

Kruskal-Wallis chi-squared = 0.64, df = 1, p-value = 0.4237

Conclusao: Nao significativo
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Beta-glicosidase
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Afetado Nafetado

Kruskal-Wallis rank sum test

data: soilData

Kruskal-Wallis chi-squared = 0.44444, df = 1, p-value = 0.505

Conclusao: Nao significativo

Arilsulfatase
© 8
<
<t
C5 — 8]
(4]
g
o | ' ' '
o I I
Afetado Nafetado

Kruskal-Wallis rank sum test

data: soilData
Kruskal-Wallis chi-squared = 2.3511, df = 1, p-value = 0.1252

Conclusdo: Nao significativo
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Urease

0.01 0.03 0.05 0.07

\ |
Afetado Nafetado

Kruskal-Wallis rank sum test

data: soilData
Kruskal-Wallis chi-squared = 0.18794, df = 1, p-value = 0.6646

Conclusdo: Nao significativo
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